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RESUMO
A beta-feniletilamina (f - FEA) é uma amina cuja estrutura quimica assemelha-se a do
1-nitro-2-feniletano, o qual possui grupo nitro ao invés de amina. 1-Nitro-2-feniletano
induz vasodilatacdo por estimular a enzima guanilato ciclase. A B-FEA ¢ uma amina
traco pois encontra-se em baixas concentragdes nos tecidos de mamiferos. O objetivo
deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos vasorrelaxantes da B-FEA em aorta isolada
de ratos Wistar. Contracdes isométricas foram obtidas a partir de anéis isolados de
artéria aorta e registradas por sistema de aquisicdo de dados. Em preparagdes com
endotélio intacto mantidas em tonus basal, B-FEA (10-3000 uM) induziu efeito contratil
dependente de concentracdo, e a retirada do endotélio vascular potencializou esse efeito.
Por outro lado, em preparagdes com endotélio intacto contraidas pelo agonista o-
adrenérgico fenilefrina, B-FEA (1-300 uM) induziu relaxamento com valor de CEsg de
85,61 [70,81 — 101,5] uM. Entretanto, apenas relaxou levemente a contragdo induzida
por K*(60 mM) ou pelo mimético do tromboxano A,, U-46619 (0,3 uM) e ndo relaxou a
contragdo induzida clonidina (100 pM), agonista op-adrenérgico. Os efeitos
vasorrelaxantes da B-FEA foram significativamente (p < 0,05, teste de Holm-Sidak)
reduzidos pela retirada mecanica do endotélio ou pelo tratamento prévio com L-NAME
(100 uM), ODQ (10 uM), indometacina (10 uM), TEA (5 mM), ou 4-aminopiridina (1
mM), mas nado pelo pré-tratamento com propranolol (5 uM), MDL-12,330A (3 uM) ou
glibenclamida (10 uM). Em meio sem célcio contendo EGTA, a resposta contratil da
fenilefrina foi significantemente reduzida pela B-FEA (100 uM). Além disso, a B-FEA
(300 uM), inibiu a contracdo induzida pela restauragdo dos niveis de Ca®* extracelular
apo6s deplecao dos estoques intracelulares. Assim como a B-FEA, prazosin (0,1 — 30 nM)
induziu vasodilatacdo em anéis de aorta, cuja curva concentragdo-efeito foi deslocada
para a direita pelo ODQ (p < 0,05, teste de Holm-Sidak). Portanto, a B-FEA (1-300 uM)
apresenta atividade bifasica sendo a acdo vasodilatadora dependente da participacdo da
via NO/guanilato ciclase/canais de potédssio. Além disso, € possivel que o bloqueio do
receptor o;-adrenérgico esteja envolvido no seu efeito vasorrelaxante, embora uma

caracterizacdo mais aprofundada de seu efeito vasodilatador seja necessaria.

Palavras- chave: B-feniletilamina. Vasodilatagdo. Guanilato ciclase. Adrenoreceptores



ABSTRACT
Beta-phenylethylamine ( - FEA) is an amine possessing a chemical resemblance with
I-nitro-2-phenylethane, which contains a nitro group in place of the amine group. 1-
Nitro-2-phenylethane induces vasodilation by stimulating guanylate cyclase. B-FEA is a
trace amine because it is found in low concentrations in mammalian tissues. The aim of
this study was to evaluate the potential vasorelaxing effects of B-FEA in isolated aorta
of Wistar rats. Isometric contractions were carried out from rings of isolated aorta and
recorded in a data acquisition system. In endothelium-intact aortic preparations kept at
baseline tonus, B-FEA (10-3000 pM) induced concentration-dependent contractile
effect, and removal of the vascular endothelium potentiated such effect. Otherwise, in
endothelium-intact aortic preparations precontracted with the o;-adrenergic agonist
phenylephrine, B-FEA (1-3000 uM) induced relaxation with ECsy value of 85.61 [70.81
to 101.5] uM. However, only slightly relaxed the contraction induced by K* (60 mM) or
by the thromboxane A, mimetic U-46619(0.3 uM) and not relaxed the contraction
induced by the op-adrenoceptor agonist clonidine(100 uM). Vasorelaxing effect of -
FEA was significantly reduced (p <0.05, Holm-Sidak test) by mechanical removal of
endothelium and by previous treatment with L-NAME (100 pM), ODQ (10 uM),
indomethacin (10 uM), TEA (5 mM) or 4-aminopyridine (I mM), but not by
propranolol (5 uM), MDL 12,330A (3 uM) or glibenclamide (10 uM). In a calcium free
medium containing EGTA, the contractile response to phenylephrine was significantly
reduced by B-FEA (100 uM). Moreover, B-FEA (300 uM) inhibited the contraction
induced by restoration of the extracellular Ca®* levels after depletion of its internal
stores. Similar to B-FEA, prazosin (0.1 to 30 nM) induced vasodilation in aortic rings
and its concentration-effect curve was shifted to the right after treatment with ODQ.
Therefore, B-FEA (1-300 uM) has vasodilatory actions in rat isolated aorta that seems to
involve a role for the NO/guanylate cyclase/K* channels pathway. It is probable that a
putative o;-adrenergic receptor blocking action is involved in the vasorelaxant effect of

B-FEA, although further characterization of such effect is required.

Keywords: B-phenylethylamine. Vasodilation. Guanylate cyclase. Adrenoceptor
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1. INTRODUCAO

1.1 O musculo liso

O mdsculo liso estd presente em Orgdos ocos, como as vias aéreas, a
vasculatura e o trato urogenital. Ele divide-se em dois grupos baseado em seu
comportamento contritil: musculo liso unitdrio e musculo liso multiunitirio. No
musculo liso unitdrio, as células musculares lisas sdo acopladas eletricamente de modo
que a estimulacdo elétrica de uma célula é seguida pela estimulacdo das células
musculares lisas adjacentes. Isso leva a onda de contracdo, como no musculo liso da
bexiga. Em contrapartida, as células musculares lisas multiunitdrias ndo estdo acopladas
eletricamente, de modo que a estimulagdo de uma célula ndo resulta, obrigatoriamente,
na ativagdo de células musculares lisas adjacentes. O vaso deferente do trato genital
masculino e a iris do olho sdo exemplos de miusculo liso multiunitirio. Porém, o
musculo liso € bastante diverso com as classificagdes de unitdrio e multiunitario, visto
que os termos unitdrio e multiunitdrio evidenciam demasiada simplificacdo, pois a
maioria dos musculos lisos € modulada pela combinacdo de elementos neurais com,
pelo menos, algum grau de ligacdo célula-célula e por ativadores ou inibidores
produzidos localmente, que promovem, também, resposta coordenada dos musculos
lisos (BERNE; LEVY, 2009).

A contracdo do misculo liso modifica as dimensdes de alguns 6rgaos, o
que resulta, por exemplo, na propulsdo do conteido do intestino (peristalse) ou no
aumento da resisténcia ao fluxo (como na vasoconstri¢ao). Além disso, o musculo liso
contrai-se em resposta a sinais elétricos ou hormonais e exibe a capacidade de
permanecer contraido por periodos extensos, em niveis baixos de consumo de energia, o
que é importante para funcdes como manutencdo do tdnus vascular e, portanto, da
pressao sanguinea (BERNE; LEVY, 2009).

No musculo liso, sdo necessdrias vdrias etapas que envolvem, quase sempre,
aumento da concentragdo de Ca® no citoplasma para que a contracdo ocorra. Este
aumento pode ser resultante do influxo de Ca®* do meio extracelular, através de canais
idnicos presente na membrana plasmdtica, e da liberacio de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico (Figura 1). Em seguida, sio necessdrios quatro fons Ca’* para a
formacgdo do complexo Ca**-calmodulina, que, em combinagdo com a cinase de cadeia

leve da miosina (MLCK), formardo um complexo, responsavel pela fosforilacdo da
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cadeia leve de miosina (MLC) de 20-kDa. A MLC fosforilada ativa a ATPase da
miosina, promove a interagdo entre actina e miosina, aumentando assim o nimero de
ciclos de pontes cruzadas e permitindo contragao muscular (WEBB, 2003).

Figura 1. Contragdao do musculo liso.

Agonista
Cal (norepinefrina, angiotensina II, endotelina-1, etc.)

‘lr receptor
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Virios agonistas (neurotransmissores, hormonios, etc.) se ligam aos seus receptores especificos para
ativar a contra¢o do musculo liso. Apés essa ligacdo, hd um aumento da atividade da fosfolipase C (PLC)
através do acoplamento com proteina G. A PLC produz dois potentes segundos mensageiros:
diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O IP; se liga ao seu receptor especifico no reticulo
sarcoplasmitico, promovendo a liberacio de calcio (Ca**). O DAG juntamente com Ca”* ativa a proteina
cinase C (PKC) que fosforila proteinas alvo especificas. Na maioria dos musculos lisos, PKC tem efeitos
de promocio de contragdo, tais comoa fosforilagdo de canais de Ca** ou outras proteinas que regulam o
ciclo das pontes cruzadas. Quando no citoplasma, o Ca®* se liga a calmodulina formando o complexo
Ca’*-calmodulina, que causa ativacdo da cinase de cadeia leve de miosina (MLCK). Esta fosforila a
cadeia leve de miosina (MLC) que em conjugacdo com a actina forma as pontes cruzadas. No entanto, a
elevacio da concentracdo intracelular de Ca’* é transitéria, e a resposta contrdtil é mantida por
mecanismos de sensibiliza¢do dos miofilamentos contrateis ao Ca”* promovida pela inibi¢do da miosina
fosfatase (MLCP) pela Rho-cinase. Este mecanismo de sensibilizacdo ao Ca* ¢ iniciada ao mesmo tempo
que a PLC ¢ ativada e envolve a ativacdo da proteina de ligagdo ao GTP de RhoA. A natureza precisa da
ativacdo de RhoA pelo receptor acoplado a proteina G ndo € totalmente claro, mas envolve um fator de
troca de guanina-nucleotideo (RhoGEF) e migracio de RhoA para a membrana plasmdtica. Apds a
ativacdo, RhoA aumenta a atividade da Rho-cinase que conduz a inibicdo da fosfatase de miosina,
promovendo o estado contratil, uma vez que a MLC permanece fosforilada. Fonte: (WEBB, 2003).

. . 2. . .
Canais presentes no sarcolema permitem a entrada de Ca”" a partir do meio

extracelular que pode ser desencadeada apds despolarizacdo da membrana. Essa

despolarizacdo proporciona alteracdo da conformacdo espacial de determinadas
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proteinas presentes na membrana, que funcionam como poros e, uma vez abertos,
permitem a passagem seletiva de Ca”* pelos chamados VOCCs (sigla em inglés para
Voltage-Operated Calcium Channels). Esse ion, impulsionado pelo seu gradiente
eletroquimico, entra no citoplasma promovendo aumento da sua concentracdo
intracelular com indug¢do dos fendmenos j assinalados anteriormente para promog¢do da
contragdo. Outros canais também podem ser abertos na membrana, independentemente
das alteragdes do potencial transmembrana. Por exemplo, apds ligacdo de determinadas
substancias ao seu receptor na membrana, ocorre a abertura dos chamados canais para
Ca®™ operados por receptor (ROCCs, do inglés Receptor-Operated Calcium Channels),
mecanismo denominado acoplamento farmacomecanico (SOMLYO; SOMLYO, 1994).
O principal mecanismo do acoplamento farmacomecénico envolve a ativacdo da
fosfolipase C por ativacdo de receptores acoplados a proteina G heterotrimérica
liberando o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) como segundos
mensageiros. O IP; difunde-se para o citoplasma e abre canais para Ca® no reticulo
sarcoplasmatico, liberando o Ca®* ali armazenado (AKATA, 2007a). Também existe a
possibilidade de abertura de canais para Ca®* operados por estresse mecénico, quando
ocorre, por exemplo, estiramento do tecido visceral por presenca de contetido no limen
do orgao envolvido. Além desses, ainda existem os canais para Ca** regulados por
estoques (SOCC, do inglés Store-Operated Calcium Channel) que parecem ser
envolvidos com a regulacdo da concentracdo intracelular de Ca** ap6s a deplecdo dos

estoques intracelulares desse ion (BERRIDGE, 2008).

O aumento da sensibilidade do aparato contritil ao célcio também esta
envolvido na contracdo das células musculares lisas. Nesse caso, ocorre o aumento da
afinidade dos miofilamentos contriteis baseados no nivel de fosforilacdo da MLC,y. A
fosforilagdo da MLC,y aumenta a forca do ciclo das pontes cruzadas e € regulada pela
fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP). A via RhoA/Rho-cinase sinaliza a
sensibilizacdo ao Ca®* das proteinas contrateis, uma vez que ela inibe a desfosforilacao

da cadeia leve da miosina, ao inibir a atividade da MLCP, mantendo assim a forga.

Entretanto, o relaxamento do musculo liso vascular € iniciado pela remocao
2 . . , . . 2
do Ca”" do citosol, incluem-se ai os mecanismos relacionados ao sequestro de Ca™" de

volta para seus estoques intracelulares ou o seu bombeamento para o meio extracelular
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através de transportadores de membrana, e/ou pela estimulacio da MLCP (Figura 2).
Portanto, o estado de fosforilagdo da cadeia leve da miosina é determinante para que a
contragdo ocorra, sendo regulado pela atividade de ambas as enzimas, a cinase de cadeia
leve da miosina dependente de Ca®* e a fosfatase de cadeia leve da miosina (SOMLYO;

SOMLYO, 2003 ; HILGERS; WEBB, 2005).

Figura 2. Relaxamento do misculo liso.
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O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remogdo do estimulo contrdtil ou pela acdo
direta de uma substancia que estimula a inibi¢do do mecanismo contritil. De qualquer forma, o processo
de relaxamento requer uma diminuicdo da concentracdo de Ca®* intracelular e o aumento da atividade da
miosina fosfatase (MLCP). O Ca**do citosol é removido pelo reticulo sarcoplasmético e a membrana
plasmatica que contem Ca, Mg-ATPase. Trocadores Na*/Ca®* também estdo localizados na membrana
plasmitica e ajuda na reducdo intracelular de Ca**. Durante o relaxamento, os canais para Ca>* operados
por receptor e voltagem se fecham, resultando em uma diminui¢io da entrada de Ca™ na célula. Fonte:
(WEBB, 2003).

Dentre os mecanismos que medeiam o relaxamento do miusculo liso,
destaca-se a participacdo dos nucleotideos ciclicos. A vasodilatagdo sob condicdes
fisiologicas, por exemplo, é mediada pelo aumento a nivel citosélico de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) e monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). A ativacdo
das enzimas adenilil ciclase (AC) e guanilil ciclase (GC) leva a sintese de AMPc e

GMPc, respectivamente. O GMPc medeia a acdo de vasodilatadores endégenos que
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exercem importantes funcdes no controle do tonus vascular, como o 6xido nitrico (NO),
monoxido de carbono (CO) ou peptideos natriuréticos. O aumento dos niveis de GMPc
promove a ativacdo da proteina cinase dependente de GMPc (PKG) que, por sua vez,
reduz tanto a concentracdo intracelular de Ca”™ quanto a sensibilidade ao Ca® nos
miofilamentos contrateis, causando vasorrelaxamento. Varios mecanismos tém sido
relatados para explicar como a PKG medeia a redu¢do da concentragdo de Ca®™
intracelular, incluindo: ativacdo da recaptacdo de Ca®* pelos estoques intracelulares
(através da fosforilacdo da fosfolambam e ativacdo das Ca”*-ATPases); o aumento do
efluxo de Ca®* (via ativacao da Ca’*-ATPase presente na membrana plasmaética e do
trocador Na*/ Ca®); a inibi¢do da liberacdo de Ca”* do reticulo sarcoplasmatico (via
fosforilagdo mediada pela PKG dos receptores de IP; e/ou inibi¢do da sintese de IP3), a
hiperpolariza¢io da membrana via ativagio direta ou indireta de canais para K'e
inibicao direta dos canais para célcio operados por voltagem (VOCCs) (AKATA, 2007b)
(Figura 3).

Do mesmo modo, o aumento dos niveis de AMPc influenciam na
mobilizacdo celular do Ca®* através da ativacdo da proteina cinase dependente de AMPc
(PKA), incluindo inibicdo da ativagdo de fosfolipase C (PLC) e canais para Ca2+,
estimulagdo da Ca’*-ATPase presente na membrana plasmatica e do trocador Na*/ Ca™,
estimulacdo da recaptacio do Ca®* para dentro do reticulo sarcoplasmatico (via
fosforilagio da fosfolambam mediada pela PKA) e ativa¢do de canais para K*. Além
disso, o aumento dos niveis de AMPc reduzem a sensibilidade ao Ca®* nos
miofilamentos, provavelmente pela fosforilagdo da cinase de cadeia leve de miosina
(MLCK) e assim diminuindo a finidade do complexo Ca®*/Calmodulina. (AKATA,
2007b).
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Figura 3. Acdo dos vasodilatadores por vias de segundo mensageiro.
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A figura representa o relaxamento da célula muscular lisa vascular via ativacdo da GC ou AC, tendo como
resultado a formacdo dos nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc, que consequentemente ativam as
proteinas cinases PKG e PKA. Tanto a PKG como a PKA reduz a concentracio intracelular de Ca’*e a
sensibilidade ao Ca** nos miofilamentos contréteis, causando vasorrelaxamento, por meio da ativa¢io da
recaptacio de Ca®* pelos estoques intracelulares, do aumento do efluxo de Ca®* (via ativacdo da Ca**

ATPase presente na membrana plasmatica e do trocador Na*/ Ca®"), da inibicdo da liberacdo de Ca®* do
reticulo sarcoplasmatico, da hiperpolarizacdo da membrana via ativagdo direta ou indireta de canais para
K'e da inibi¢do direta dos canais para calcio operados por voltagem (VOCCs). Sinal positivo indica
estimulacdo; sinal negativo inidica inibicdo; AC, adenilil ciclase; AMP, adenosina monofosfato; ATP,
adenosina trifosfato; 3°, 5’-cAMP, adenosina monofosfato ciclico; CO, monéxido de carbono; GC,
guanilil ciclase; GMP, guanosina monofosfato; 3’, 5°-cGMP, guanosina monofosfato ciclico, IP;R,
receptor de IP;; MLCK, cinase de cadeia leve da miosina; PDE, fosfodiesterase; NO, 6xido nitrico,;
PMCA, Ca’" -ATPase da membrana plasmatica; SERCA, Ca** -ATPase do reticulo sarcomplasmatico; RS,
reticulo sarcoplasmatico; sGC, guanilil ciclase solivel; VOCC, canal para Ca** operado por voltagem;
PKG, proteina cinase G; PKA, proteina cinase A. Fonte: Adaptado de Akata (2007b).
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1.2 Aminas traco

As aminas traco sdo uma familia de aminas biogé€nicas presentes no sistema
nervoso central em baixas concentragdes (0,1-10 nM), representando menos que 1% do
total de aminas biogénicas. As moléculas geralmente consideradas aminas trago incluem
a tiramina, a triptamina, a octopamina e a beta-feniletilamina (B-FEA) (BERRY, 2004).

O termo “amina biogénica” foi introduzido para designar o grupo de aminas
que exercem efeitos biologicos importantes como mensageiros quimicos, tais como,
hormoénios, neuromoduladores ou neurotransmissores. As primeiras aminas biogénicas
descobertas foram as catecolaminas, estas incluem a epinefrina, a noraepinefrina e a
dopamina, as quais sdo derivadas da tirosina. Outras aminas biogé€nicas bem conhecidas
sd0 a histamina e a serotonina, as quais sdo derivadas da histidina e do triptofano,
respectivamente (ZUCCHI et al., 2006).

As aminas trago sdo produzidas em bactérias, fungos, células vegetais, e
podem ser encontradas em alguns alimentos, principalmente no chocolate, no queijo e
no vinho tinto (BRANCHEK; BLACKBURN, 2003). No sistema nervoso central,
aminas traco podem produzir respostas semelhantes a anfetamina, por exemplo, euforia,
irritabilidade, diminui¢do do apetite, insOnia e tremores. J4 as respostas cardiovasculares
incluem taquicardia e efeitos vasomotores, os quais podem conduzir a hipertensdo ou
hipotensdo, dependendo da dosagem, de condi¢des clinicas e experimentais e do

organismo a ser estudado (ZUCCHI et al., 2006).

Efeitos enddcrinos também foram relatados: p-tiramina, beta-feniletilamina
e octopamina, cada uma, pode inibir a secrecdo de prolactina em células da pituitdria
anterior cultivadas in vitro e in vivo (BECU—VILLALOBOS et al., 1992); beta-
feniletilamina aumenta o hormo6nio adrenocorticotrofico plasméatico (ACTH) e os niveis
de corticosterona produzidos em ratos em resposta ao estresse (KOSA et al., 2000);
octopamina produz um efeito semelhante a insulina sobre a absor¢do da glicose em

adipdcitos, musculo esquelético e miocardio (VISENTIN et al., 2001).

Concentragdes fisiologicamente relevantes de aminas trago podem funcionar
como neuromoduladores enddégenos da neurotransmissdo monoaminérgica central
(BERRY, 2004). Além disso, ao longo dos anos, um papel fisiopatolégico para as

aminas traco na génese de diversas desordens neuroldgicas ou mentais tem sido
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defendido. A deficiéncia em beta-feniletilamina foi correlacionada com a depressao, e o
decréscimo do seu catabolismo tem sido associado com a esquizofrenia (ZUCCHI et al.,

2006).

Os efeitos farmacoldgicos da B-FEA, da tiramina e de outras aminas traco
tém sido atribuidos a capacidade de induzir a liberagdo de noradrenalina a partir de
terminacdes nervosas simpdticas e, em geral, por competir com as catecolaminas por
locais de ligagdo de serotonina nos seus receptores cognatos, transportadores ou locais
de armazenamento (PATERSON; JUORIO; BOULTON, 1990). No entanto, a
demonstracdo de como as aminas traco manifestam seus efeitos fisiologicos e
comportamentais foi substancialmente modificada com a descoberta de uma nova
familia de receptores acoplados a proteina G que sdo referidos como sendo especificos
para aminas traco e chamados de receptor associado as aminas traco (TAAR). Esses
receptores sdo ativados por uma variedade de aminas biogénicas, anfetaminas e aminas

tragco (ZUCCHI et al., 20006).

A descoberta do primeiro receptor, o TAARI, foi realizada
independentemente por dois grupos de investigadores, Borowsky et al. (2001) e
Bunzow et al. (2001), através de abordagens semelhantes (ZUCCHI et al., 2006).
Relatos de que TAARSs sdo expressos nos vasos sanguineos (BOROWSKY et al, 2001;
BUNZOW et al., 2001) despertou o interesse nas acdes vasculares de aminas trago, tais
como a B-FEA. A inibi¢do da capta¢do de noradrenalina e o aumento do efluxo de
noradrenalina estimulada pela B-FEA foram apenas observados em sinaptossomas de
cérebro expressando TAARs, sugerindo que as acdes simpaticomiméticas das aminas
traco podem ser devidas a interacdo com TAARs (XIE; WESTMORELAND; MILLER,
2008). Além disso, em artérias de condutincia isoladas, os aumentos induzidos pela f3-
FEA no tonus basal foram atribuidos a ativacdo de TAARs em grande parte devido ao
fato de que RNAm para esses receptores foi encontrado e expressado nesses mesmos

vasos (FEHLER et al., 2010).
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1.3 Beta-feniletilamina (B-FEA)

A molécula da B-FEA € importante fisiologicamente por ser considerada
protétipo das drogas simpaticomiméticas. Quimicamente, ¢ constituida por um anel
benzénico possuindo uma cadeia lateral composta de dois carbonos saturados que
termina no grupamento amina (Figura 4). Substitui¢des quimicas podem ser feitas tanto
no anel benzénico, como no grupo amina terminal ou nos 4tomos de carbono que
compdem essa cadeia lateral. Por exemplo, a presenca de dois grupos -OH no anel
benzénico (nas posi¢des meta- e para- em relacdo a cadeia lateral) produz os farmacos
conhecidos como catecolaminas tais como a norepinefrina, a epinefrina, o isoproterenol
e a dopamina. Em geral, as substituicdes quimicas na molécula da B-FEA determinam,
para esses andlogos adrenérgicos, diferentes afinidades e eficdcias para os subtipos de
receptores adrenérgicos, englobando atividades que sdo caracterizadas tipicamente
como oriundas de receptores alfa ou beta (GOODMAN; GILMAN, 2005).

E provavel que a B-FEA exerca vasoconstricio pela ativacdo de receptores
tais como os TAARs. Familias completas de receptores de humanos, ratos e
camundongos tém sido clonadas, mas apenas dois deles, TAARI e TAAR4, parecem
ser sensiveis a ativagdo por aminas traco (LINDEMANN; HOENER, 2005).

Além dos efeitos vasoconstritores da -FEA em aorta de rato demonstrado
por Fehler et al., (2010), tem sido relatado que ela pode causar vasorrelaxamento por
meio da liberacdo de 6xido nitrico (NO) em leitos vasculares mesentéricos (ANWAR et
al., 2012). Entretanto, Narang et al., (2014), demonstrou que o relaxamento induzido
pela B-FEA sobre contragdes induzidas por agonistas a-adrenérgicos, em preparagdes
com endotélio intacto de artéria mesentérica isolada, ndo foi alterado pela administra¢ao
prévia de L-NAME, inibidor da 6xido nitrico sintase e nem pela remog¢do do endotélio.

Ademais, dada a relagdo entre as aminas traco € monoaminas, algumas
patologias neuroldgicas que envolvem alteracdes na funcdo de monoaminas estdo sendo
associadas com a disfuncao de sinalizagdo da B-FEA, além de outras aminas traco. A -
FEA, por exemplo, estd relacionada a trés distirbios psicoldgicos, dentre eles estdo o
déficit de atengdo, a depressdo e a esquizofrenia. A redug¢do do nivel de excrecdo
urinaria de B-FEA foi encontrado em criancas com déficit de atencdo, em comparacao
com pessoas sauddveis, uma observacao que foi acompanhada por niveis reduzidos dela

em individuos com a mesma patologia (IRSFELD; SPADAFORE; PRUSS, 2013). Esta
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diminui¢dao de excrecao urindria de B-FEA também foi encontrada em pacientes com
transtornos depressivos (PEI; ASIF-MALIK; CANALES, 2016). Além disso, o estudo
de Xier e Miller (2008), onde foi observado que B-FEA alterava o transportador da
serotonina pela interacdo com TAAR, pode apontar em uma alternativa mais segura no
tratamento da depressdo pela inibi¢ao seletiva de recaptacdo de serotonina sob a forma
de B-FEA.

De forma interessante, ha também analogia quimica entre B-FEA e o
nitrocomposto 1-nitro-2-feniletano (Figura 4), composto raro na natureza, mas que é
encontrado como constituinte majoritario do 6leo essencial da planta amazonica Aniba
canelilla (DE SIQUEIRA et al.,, 2010) e da arvore africana Dennettia tripetala
(OYEMITAN et al., 2013). A diferenca bésica entre essas moléculas reside apenas na
presenca de grupo amina no primeiro e grupo nitro no segundo. De Siqueira et al.,
(2010) demonstraram que 1-nitro-2-feniletano é capaz de iniciar resposta hipotensora
resultante de acdo vasodilatadora direta. Além disso, em recente estudo, foi
caracterizado as agOes farmacoldgicas desse composto em anéis de aorta de rato, tecido
no qual esse composto induz efeitos vasodilatadores de forma dependente de
concentracdo através da estimulacdo da via guanilato ciclase/GMPc (BRITO et al.,
2013).

Figura 4. Estrutura molecular da B—FEA, a esquerda, e do 1-nitro-2- feniletano, a

direita.

NH, NO-

Fonte: Cedido por Batista-Lima F. J..
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Assim, dada a importancia fisiologica da B-FEA como precursora de
catecolaminas, além de ser uma substancia enddgena e, levando em consideracdo a
semelhanca quimica entre a B-FEA e o I-nitro-2-feniletano, surgiu o interesse em
realizar o estudo farmacolégico do potencial efeito vasorrelaxante da B-FEA na
musculatura lisa vascular. Além disso, apesar de ser uma amina trago, sua concentragao
no organismo pode aumentar em pacientes que usam inibidores da monoamina oxidase
(IMAQO), enzima responsdvel pela degradacdo de monoaminas (REYNOLDS;
RAUSCH; RIEDERER, 1980) e em diabéticos (MOSNAIM et al., 1982). Portanto sera

interessante investigar e caracterizar seus efeitos periféricos, no caso o efeito vascular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Caracterizar os potenciais efeitos vasorrelaxantes da beta-feniletilamina no
comportamento funcional da musculatura lisa vascular de aortas isoladas de

ratos Wistar.

2.2 Especificos

Esclarecer o(s) provavel(is) mecanismo(s) da potencial acdo vasorrelaxante da
B-FEA em aorta de rato;

Investigar a influéncia da via enzimdtica NO-GMPc no potencial efeito
vasorrelaxante da B-FEA;

Investigar o envolvimento de outras vias celulares como a via adenilil ciclase-
AMPc no potencial efeito vasorrelaxante induzido pela B-FEA;

Avaliar a participacdo dos canais para potdssio no potencial efeito
vasorrelaxante da B-FEA;

Avaliar o papel de vias de regulacdo da concentracdo intracelular de cdlcio no
potencial efeito vasorrelaxante induzido pela B-FEA;

Investigar suposto antagonismo alfa-adrenérgico envolvido no potencial efeito

vasorrelaxante da B-FEA.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia do
Miisculo Liso do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina

da Universidade Federal do Ceara.
3.2 Animais

Para a realizag@o deste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com
massa corporal entre 200 e 300 g, os quais foram obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard (UFC). Eles foram mantidos em condi¢des de
temperatura constante (22 + 2°C), com um ciclo de 12 h claro/12 h escuro e com livre
acesso a comida e dgua. Os animais foram tratados com respeito as normas da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC e em conformidade com as normas de
manipulacdo de animais de laboratério preconizadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos os procedimentos aqui
descritos foram analisados e tiveram a aprovagdo prévia da referida comissao local sob

nimero de protocolo #22/2014 (em anexo).
3.3 Solucoes e drogas

O meio de perfusdo utilizado nos experimentos in vitro foi a solu¢do de
Krebs-Henseleit modificada (pH 7,4) com a seguinte composi¢cdo (mM): NaCl 118; KC1
5; NaH,POy4 1,18; MgS0O4+7H,0 1,18; CaCl, 2,50; NaHCO; 25,0 e glicose 11,1. Em
alguns experimentos essa solucdo foi alterada para um meio sem célcio. Para isso, a
solucdo sem cdlcio foi preparada pela omissdao de CaCl, da solu¢do de Krebs e pela
adi¢do do EGTA, um quelante de cdlcio. As solugdes utilizadas nos experimentos deste
estudo foram preparadas pela diluicdo das substancias em seu respectivo diluente e

armazenadas em freezer.

A beta-feniletilamina empregada nesse trabalho foi adquirida da empresa
Sigma-aldrich Brasil com grau de pureza analitico. As solucdes de B-FEA foram,
diariamente, preparadas e dissolvidas na solu¢do de Krebs e homogeneizadas no

agitador tipo vortex imediatamente antes da utilizagdo.
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3.4 Experimentos com anéis de artéria aorta isolada de rato

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg) e em
seguida sacrificados por exsanguinagdo. A aorta tordcica foi removida cuidadosamente
e transferida para uma placa de Petri contendo o meio de perfusdo a temperatura
ambiente. Depois de retirado os tecidos adjacentes, a aorta foi cortada transversalmente
em segmentos cilindricos em forma de anel (1 x 5 mm), os quais foram presos a pecas
triangulares de fio de aco (0,3 mm de didmetro) e posteriormente suspensos em um
sistema de banho para 6rgdos isolados contendo 5 mL de solugio fisiol6gica de Krebs-
Henseleit modificada, pH 7,4, oxigenadas continuamente com mistura carbogénica (O,
95%; CO, 5%) e aquecidas a 37°C (Figura 6). Anéis de aorta com ou sem endotélio,
foram mantidos sob tensdo de 1 g e a tensdo foi registrada por meio de um transdutor de
forca isométrica conectado a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, AD
Instruments, Austrdlia), como esquematizado na figura 5. 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 aco, eram friccionados levemente em papel
toalha. Para confirmar, preparacdes sem endotélio ou com endotélio foram tratadas, no
inicio dos experimentos, com fenilefrina (0,1 uM), e apés o estabelecimento de um
platd de contracdo foram tratadas com 1 uM de acetilcolina. A falta de efeito
vasorrelaxante induzido por acetilcolina foi tomada como evidéncia de que a preparagdo
estava funcionalmente desprovida de endotélio. Apés um periodo de equilibrio (60
minutos), para a adaptacdo dos tecidos as novas condi¢des, contracdes controles foram
induzidas pelo aumento hipertonico da concentracdo de KCl para 60 mM na solucdo
extracelular no banho. As preparagdes foram consideradas equilibradas quando duas

contragdes sucessivas mostraram amplitudes semelhantes.
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Figura 5. Demonstragdo esquemdtica do sistema utilizado nos experimentos de

contratilidade in vitro em artéria aorta isolada de rato.
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Fonte: Laboratério Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).

Figura 6. Esquematizagdo da montagem de anéis de aorta de rato no sistema de

contratilidade in vitro.
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Fonte: Laboratério Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI), cedido por Batista-Lima, F. J..
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3.5 Protocolos experimentais

3.5.1 Avaliacao dos efeitos contrateis e relaxantes da f-FEA em aorta isolada de

rato

Para avaliar o efeito contratil da B-FEA em aorta isolada de rato, curvas
concentracdo-efeito foram realizadas pela exposi¢cdo de preparacdes com endotélio
intacto e mantidas em tonus basal a adicdo cumulativa de B-FEA (10-3000 uM),
acrescentadas ao banho e mantidas a uma mesma concentracdo por 5 minutos. A
amplitude da curva de concentracio-efeito a B-FEA foi registrada como percentual da
contra¢do inicial de K* (60 mM). J4 para avaliar o provavel efeito relaxante da B-FEA,
os anéis de aorta isolada de rato com endotélio intacto foram previamente contraidos
com fenilefrina (PHE; 1 uM) e, em seguida, expostos as concentracdes cumulativas de
B-FEA (1-300 uM), adicionadas ao banho e mantidas a uma mesma concentragdo por 5

minutos.

3.5.2 Avaliacdo do efeito da B-FEA em contracoes induzidas por fenilefrina,

potassio ou U-46619

Para avaliar o provavel efeito relaxante da B-FEA sobre diferentes estimulos
contréteis, preparacdes de anéis de aorta com endotélio intacto foram previamente
contraidos com PHE (1 puM), agonista a;-adrenérgico que causa contragdo através de
um acoplamento farmacomecanico, com K* (60 mM), solugdo despolarizante que causa
contracdo através de um acoplamento eletromecanico (SOMLYO; SOMLYO, 1994), ou
com U-46619 (0,3 uM), andlogo do tromboxano A; que promove contracdao
principalmente por ativacdo da via RhoA/Rho-cinase (WILSON et al., 2005). Em
seguida, curvas concentracio-efeito foram obtidas pela adi¢do cumulativa de B-FEA (1-

300 uM), adicionadas ao banho e mantidas a uma mesma concentracao por 5 minutos.

3.5.3 Caracterizacao do potencial efeito relaxante da B-FEA em preparacoes de

anéis de aorta isolada previamente contraidas com fenilefrina

Para avaliar o mecanismo de acdo do provével efeito vasorrelaxante da [-
FEA, anéis de aorta isolada de rato com endotélio intacto foram previamente incubados

com diversos antagonistas farmacoldgicos antes da adi¢do de PHE (1 uM), a qual induz
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resposta contratil nessas preparacdes. Os anéis de aorta com endotélio intacto foram
previamente tratados com propranolol (5 uM), inibidor ndo seletivo do receptor beta-
adrenérgico, L-NAME (100 uM), inibidor ndo especifico da enzima o6xido nitrico
sintase, indometacina (10 uM), inibidor da enzima cicloxigenase, MDL-12330A (3uM),
inibidor da enzima adenilil ciclase, ODQ (10 uM), inibidor seletivo da enzima guanilil
ciclase, tetraetilamonio (5 mM), um bloqueador ndo especifico de canais para K",
glibenclamida (10 pM), bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis a ATP, 4-
aminopiridina (1 mM), um bloqueador seletivo de canais para K' operados por
voltagem. Apds 10 a 15 minutos da incubacdo com antagonistas farmacoldgicos, as
preparacdes foram estimuladas com PHE (1 uM) e entdo construidas as curvas
concentragdo-efeito a B-FEA (1-300 uM). Em determinados experimentos foi retirado o
endotélio vascular, sem adi¢do prévia de antagonistas farmacoldgicos, para estudar a
participacdo de fatores derivados do endotélio no efeito vasodilatador da B-FEA, e entdo
realizado o mesmo protocolo de inducdo de contragdo pela fenilefrina e obtengdo da

curva concentragdo-efeito a f-FEA (1-300 uM).

3.5.4 Avaliacdo da influéncia da remociao do endotélio nos efeitos contrateis da -

FEA em anéis de aorta isolada de rato

Com o objetivo de investigar a influéncia do endotélio no efeito contratil da
B-FEA, anéis de aorta com endotélio removido em tonus basal foram induzidos as
curvas concecentracdo-efeito a f-FEA (1-600 pM), adicionada ao banho e mantida em
uma mesma concentra¢do por 5 minutos. Em seguida, foi realizado o mesmo protocolo
em anéis de aorta com endotélio intacto e induzidos as curvas concentracdo-efeito a 3-
FEA (10-3000 uM) para efeitos de comparacdo. A amplitude da curva de concentracao-

efeito a B-FEA foi registrada como percentual da contrag¢do inicial de K™ (60 mM).

3.5.5 Avaliacdo do efeito da inibicao da guanilato ciclase sobre o relaxamento

induzido por bloqueador alfa-adrenérgico

Com o objetivo de investigar suposto antagonismo alfa-adrenérgico da B-
FEA, decidimos comparar seus efeitos com os do prazosin (conhecido antagonista alfa-
adrenérgico). Anéis de aorta isolada com endotélio intacto foram previamente tratados

com ODQ (10 uM), inibidor seletivo da enzima guanilil ciclase, apés 10 minutos do
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prévio tratamento, esses anéis de aorta isolada foram induzidos a uma contracao de PHE
(0,3 uM), esta concentragao foi menor do que a utilizada nos experimentos com B-FEA
porque na presenca do ODQ a contracdo tende a ser maior, logo optamos por diminuir a
concentracdo para obtermos uma amplitude compardvel com as contracdes induzidas
nos experimentos com a amina tragco. Em seguida, foram obtidas curvas concentracdo-
efeito ao prazosin (0,1 - 30 nM), um antagonista de receptor a;-adrenérgico, foram
adicionadas ao banho concentragdes cumulativas de prazosin e mantidas em uma

mesma concentracao por 5 minutos.

3.5.6 Avaliacio do efeito da B-FEA sobre as contracoes transitorias induzidas por

fenilefrina em anéis de aorta mantidos em meio sem Ca**

Com a inten¢do de avaliar o efeito da B-FEA sobre as contragdes transitérias
induzidas pela liberacdo de Ca** intracelular, os anéis de aorta com endotélio intacto
foram mantidas em solu¢do de Krebs sem Ca** e posteriormente adicionado EGTA (1
mM), ap6s 10 minutos, eles foram estimulados com PHE (1 uM). Apds este processo,
os anéis de aorta foram estimulados com K' (60 mM) com o objetivo de repor
novamente os estoques intracelulares de Ca®. Em seguida, os tecidos foram novamente
expostos ao meio de perfusdao sem Ca™, seguido pela adicdo de EGTA (1 mM) por 5
minutos e posteriormente adicionado B-FEA (100 uM) também por 5 min para o
estimulo com PHE (1 uM). Experimentos controle também foram realizados seguindo o
mesmo protocolo descrito acima, retirando-se apenas a -FEA (100 uM) para avaliar se
sua presenga interferiria na amplitude de contracdo. A amplitude destas contracdes de
PHE foi registrada como percentual da contragfo inicial de K (60 mM) em meio de

perfusdo normal.

3.5.7 Avaliacao do efeito inibitério da B-FEA nas contracoes da aorta isolada de
rato induzidas pela restauracao de Ca®* extracelular apos deplecao dos estoques

intracelulares

Com a inten¢@o de avaliar o efeito da B-FEA nas contra¢des induzidas pela
restauragdo de Ca®* extracelular apOs deplecdo dos estoques intracelulares, anéis de
aorta isolada com endotélio intacto foram mantidas em solucdo de Krebs sem Ca®* e

posteriormente adicionado EGTA (1 mM) e tapsigargina (1 uM) para posterior
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estimulagdo com noradrenalina (1 uM). Este procedimento foi repetido por trés vezes,
mantendo a preparacio em meio sem Ca’*, até que a contracdo fdsica induzida por
noradrenalina praticamente desaparecesse, sugerindo a deplecio dos estoques
intracelulares de Ca**. Posteriormente, apds remocao de noradrenalina e na presenga de
EGTA (0,1 mM), tapsigargina (1 uM) e nifedipina (1 uM) adicionados 5 minutos antes
da adicdo de B-FEA (300 uM) por 10 minutos para em seguida a concentracdo
extracelular de Ca>* fosse restaurada para 2,5 mM, induzindo uma contracao sustentada
pela influxo de Ca® através dos canais para Ca® operados por estoques (SOCC).
Experimentos controle também foram realizados seguindo o mesmo protocolo descrito
acima, retirando-se apenas a B-FEA (300 uM) para avaliar se sua presenca interferiria
na amplitude de contracdo. A amplitude destas contracdes induzidas pela restauragcao
extracelular de Ca®* foi registrada como percentual da contracio inicial de K* (60 mM)

em meio de perfusdo normal.

3.5.8 Avaliacdo da influéncia do endotélio nos efeitos da B-FEA na curva
concentracio-efeito induzida por fenilefrina em anéis de aorta

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos inibitérios da B-FEA sobre as
contracdes induzidas por PHE e a influéncia do endotélio nestes efeitos, anéis de aorta
isolada com e sem endotélio foram previamente tratados com B-FEA nas concentragdes
de 30, 100 e 300 uM, por cerca de 15 minutos antes da estimulacdo com concentracdes
crescentes de PHE (1 nM a 30 uM), adicionadas ao banho e mantidas em uma mesma
concentracdo por 5 minutos, para obten¢do da curva concentracdo-efeito a PHE.
Experimentos controle foram realizados seguindo o mesmo procedimento descrito na
auséncia de B-FEA. A amplitude da curva de concentragdo-efeito a PHE foi registrada

como percentual da contragio inicial de K* (60 mM).
3.5.9 Avaliagio do efeito da B-FEA sobre a curva concentracio-efeito para o K*

Com o objetivo de avaliarmos o efeito da B-FEA sobre as contragdes
induzidas por K, anéis de aorta com endotélio intacto foram previamente tratados com
B-FEA nas concentracdes de 30, 100 e 300 uM, por cerca de 15 minutos antes da
estimula¢do com concentragdes crescentes de K* (10-120 mM), adicionadas ao banho e
mantidas em uma mesma concentracdo por 5 minutos, para obtencdo da curva

concentragio-efeito para o K'. Experimentos controle foram realizados seguindo o
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mesmo procedimento descrito na auséncia de B-FEA. A amplitude da curva de
concentragio-efeito para o K* foi registrada como percentual da contrag¢do inicial de K*

(60 mM).

3.5.10 Avaliacao do efeito da B-FEA sobre uma contraciao sustentada de clonidina
100 pM

Para avaliarmos o efeito da B-FEA sobre contra¢des induzidas por agonista
ap-adrenérgico, induzimos uma prévia contracdo com clonidina (100 uM), incubada ao
banho por cerca de 10 a 15 minutos, em anéis de aorta isolada com endotélio removido,
pois na presenca do endotélio a clonidina ndo foi capaz de induzir uma contragdo
expressiva. Em seguida, curvas concentracdo-efeito foram realizadas por adicoes
cumulativas de B-FEA (1-300 uM) acrescentadas ao banho e mantidas em uma mesma

concentracao por 5 minutos.

3.5.11 Avaliacio da recuperacio da resposta contratil ao potassio apds exposicao a

B-FEA em anéis de aorta isolada de rato

Com o objetivo de avaliarmos a recuperacao da resposta contrétil do tecido
apo6s exposicdo da maior concentragdo da B-FEA (300 uM) utilizada nos experimentos
que avaliaram seu efeito relaxante, algumas preparacdes que inicialmente haviam sido
estimuladas com K* (60 mM) foram lavadas com solug@o fisiolGgica de Krebs-Henseleit
por diversas vezes até estabiliza¢do da preparacdo, e entdo adicionou-se novamente K*
(60 mM). A comparacdo da amplitude da contra¢do final com a da contracdo obtida
inicialmente antes do experimento foi utilizada para avaliar a capacidade de recuperacdo

do tecido.
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3.6 Analise estatistica

A maior parte dos valores foi expressa pelas médias aritméticas + erro
padrao da média (E.P.M.), com a representacio do numero de observagdes
experimentais (n). A significancia estatistica foi considerada quando a probabilidade de
ocorréncia da hipétese de nulidade for menor que 5% (p < 0,05), o que foi avaliado
através de andlise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de multipla comparacao,
conforme apropriado. Os testes foram aplicados com a utilizacdo do programa
SigmaStat (Systat Software Inc, USA) e os gréficos confeccionados com o programa

SigmaPlot (Systat Software Inc, USA).
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4. RESULTADOS
4.1 Efeitos contrateis e relaxantes da B-FEA em aorta isolada de rato

Curvas concentracdo-efeito foram obtidas apds adi¢ao de B-FEA (10-3000
UM ) (n = 9) em preparagdes isoladas de anéis de aorta de rato com endotélio intacto. A
adicao de B-FEA foi realizada em preparacdes com endotélio intacto e mantidas em
tonus basal (Fig. 7A) ou em preparagdes pré-contraidas com fenilefrina (PHE; 1 uM;
Fig. 7B). No tonus basal, a B-FEA apresentou efeito contratil significativo na
concentracdo de 1000 uM (p < 0,05, Holm-Sidak; Fig. 7A), com CEsy de 868,79
[475,66 - 1586,72] uM e Enax de 64,48 £+ 13,04% em relagdo a contrac@o de referéncia
induzida por K" (60 mM). Quando a B-FEA (1-300 uM) foi adicionada sobre a
contracdo induzida por fenilefrina (n = 21), resposta relaxante foi registrada (Fig. 7B).
Esse efeito se tornou significativo na concentracdo de 30 uM de B-FEA e alcancou
efeito maximo com 300 puM ao reduzir a contragdo para 24,7 + 3,70% da magnitude
observada imediatamente antes da adicdo de B-FEA. A CEs, para o efeito relaxante foi

85,61 [70,81 — 101,5] uM. (Figura 7B).

Figura 7. Curvas concentracio-efeito a B—FEA no tonus basal ou em preparagcdes

previamente contraidas com fenilefrina.
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(A) Representagéo grafica mostrando uma curva concentragdo-efeito a p — FEA (10-3000 uM ) (n =9)
na auséncia de estimulo contrétil (basal) em preparacdes de anéis de aorta isolados de rato, com endotélio
intacto, onde a p — FEA comecou a apresentar um efeito contratil significativo na concentracido de 1000
uM (* p < 0,05; ANOVA de uma via) . Em comparacio, o painel (B) mostra uma curva concentragdo-
efeito a f - FEA (1 - 300uM) sobre pré-contragdes induzidas por fenilefrina (1uM), onde essa contragdo
foi relaxada para 24,7 + 3,70% em relacdo a contracio maxima imediatamente antes da adicdo de B —
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FEA. O (n) representa o nimero de observacdes experimentais. Os dados sdo expressos como média +
E.P.M.

4.2 Efeito da B-FEA em contracoes induzidas por fenilefrina, potassio ou U-46619

B-FEA (1 - 300 uM) relaxou discretamente a contragio induzida por K* 60
mM (n = 6) com Ey4x 95,4 £ 2,1% e por U-46619 0,3 uM (n =4) com E4x 84,3 £ 4,1%
em relacdo a contracdo maxima obtida imediatamente antes da adi¢do de B-FEA (Figura
8). Estes efeitos foram pouco expressivos quando comparado ao efeito da B-FEA em

contra¢do induzida por fenilefrina (vide item 4.1).

Figura 8. Efeito da p—FEA em contragcdes induzidas por fenilefrina, potassio e U-46619.
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Grifico mostrando valores médios dos efeitos vasorrelaxantes da 3 - FEA (1 - 300uM) em anéis de aorta
isolada de rato com endotélio pré-contraidos com K* 60 mM (M, n = 6), U-46619 0,3 pM (<, n = 4) ou
fenilefrina 1 uM (e, n = 21). A B - FEA relaxou contra¢des induzidas por fenilefrina, entretanto, nio foi
capaz de promover relaxamento considerdvel quando a contragio foi induzida por K*, pelo mimético do
tromboxano A,, U-46619. O (n) representa o nimero de observagdes experimentais. Os dados sdo
expressos como média + E.P.M. * p < 0,001; teste de Holm-Sidak.
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4.3 Efeito relaxante da B-FEA em preparacoes mantidas na presenca de
propranolol

O pré-tratamento com propranolol 5 uM (n = 5) ndo alterou
significativamente o efeito relaxante da B - FEA (CEsy 90,75 [68,42-120,4] uM; p >
0,05, Mann-Whitney; Figura 9) e E,,x de 19,84 £ 2,74%.

Figura 9. Efeito da inibicdo de receptores beta-adrenérgicos na vasodilatacdo induzida
pela p — FEA.
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Grafico mostra a curva a 3 - FEA na auséncia (e, n = 21) e presenga (o, n = 5) de propranolol 5 pM. O
prévio tratamento com propanolol nao alterou significativamente o efeito relaxante da p — FEA. *
primeira concentragdo com efeito relaxante significativo (p < 0,05; ANOVA de uma via com pés-teste de
Holm-Sidak).
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4.4 Participacdo de fatores derivados do endotélio no efeito vasodilatador da f-
FEA

A remocio do endotélio (n = 9) diminuiu significativamente (p < 0,05; teste
de Holm-Sidak) o efeito relaxante da - FEA, uma vez que a resposta contratil 8 PHE
(1 uM) na concentragdo maxima usada de B-FEA (300 uM) foi reduzida para 59,4 +
5,03%. Similar a remoc@o do endotélio, a presenca de L-NAME (100 uM; n = 6),
inibidor inespecifico de 6xido nitrico sintase, ou de indometacina (10 uM; n = 9),
inibidor inespecifico da enzima cicloxigenase, também reduziu o efeito relaxante
maximo da B-FEA (300 uM) para 69,2 £+ 5,85% (p < 0,05; teste de Holm-Sidak; Figura
10A) e 36,2 £ 4,5% (p < 0,05, teste de Holm-Sidak; Figura 10B), respectivamente.
Esses valores foram significativamente maiores que aqueles observados nas preparacoes

controle (24,7 + 3,70%; vide item 4.1 acima).

Figura 10. Participacdo de fatores derivados do endotélio no efeito vasodilatador da 8 —

FEA.
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Curva concentracio-efeito a § - FEA (1 - 300uM) sobre uma pré-contragdo induzida por fenilefrina 1puM
em preparacdes com endotélio integro sem adi¢do prévia de qualquer outra substincia (A e B, ®, n =21),
comparada a segmentos cujo endotélio foi removido (A, A, n =9), ou na presenga de L-NAME 100 pM
(A, A, n = 6) ou de indometacina (B, o, n = 9). Os efeitos vasorrelaxantes da B-FEA foram
significativamente reduzidos pela retirada mecanica do endotélio, pelo tratamento prévio com L-NAME
(100 uM) ou com indometacina (10 uM). # p < 0,05; ANOVA de duas vias com pds-teste de Holm-
Sidak, em comparag@o a curva controle.
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4.5 Influéncia da remoc¢ao do endotélio nos efeitos contrateis da p-FEA em anéis de

aorta

Em preparacdes com endotélio intacto mantidas em tonus basal, a adicao de
B-FEA (10-3000 uM) (n = 9) produziu contragdo de forma dependente de concentracio
e a curva concentragdo-efeito é mostrada novamente na Fig 11. Na auséncia do
endotélio, o efeito contraturante foi observado na faixa de concentra¢do de 1 a 600 uM
(n = 9), tendo o efeito contratil apresentado CEsyde 9,62 [2,73-33,82] uM e En.x de
95,52 £7,60% (Figura 11). Esses valores foram significativamente diferentes daqueles
observados em preparagdes com endotélio intacto (CEsy de 868,79 [475,66 - 1586,72]
UM e Enax de 64,48 £+ 13,04%; vide item 4.1) (p < 0,05; Mann-Whitney).

Figura 11. Curva concentragdo-efeito a f-FEA no tonus basal em preparacdes de anéis

de aorta com endotélio intacto e removido
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Grifico mostrando a curva concentragdo-efeito a B - FEA (10-3000 uM) (e, n = 9), na presenca do
endotélio em comparagdo com a curva concentragdo efeito a f — FEA (1-600 uM) (o, n = 9), na auséncia
do endotélio, realizadas no basal. A remocdo do endotélio vascular potencializou o efeito contratil da f§ —
FEA, deslocando a curva para a esquerda e reduzindo significativamente os valores de CEs # p < 0,05;
Mann-Whitney.
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4.6 Papel das vias de formacao de nucleotideos ciclicos no efeito vasorrelaxante da

B-FEA em contracoes induzidas por fenilefrina em aorta isolada de ratos

O tratamento dos anéis de aorta com ODQ 10 uM (inibidor da guanilato
ciclase, n = 6) diminuiu significativamente (p < 0,05; teste de Holm-Sidak) a resposta
vasodilatadora induzida pela B - FEA, uma vez que a contracio induzida pela PHE (1
uM), na concentragdo maxima usada de B-FEA (300 uM) foi reduzida para um E;x
59,95 £ 3,2%. No entanto, o tratamento dos anéis de aorta com MDL-12330A 3 uM
(inibidor da adenilato ciclase, n = 8) ndo reduziu significativamente o efeito relaxante
da B-FEA com valor de CEsy 124,36 [77,14-200,49] uM (p > 0,05; Mann-Whitney;
Figura 12).

Figura 12. Efeito vasorrelaxante da B-FEA em aorta contraida com fenilefrina na
auséncia e na presenca de inibidor da via guanilato ciclase/GMPc/PKG e de inibidor da

via adenilato ciclase/AMPc/PKA.
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Efeito da B - FEA (1 - 300uM) sobre uma pré-contragdo induzida por fenilefrina 1 pM em preparagdes
com endotélio integro sem adi¢do prévia de qualquer outra substincia (e, n = 21), comparada a
segmentos na presenca de MDL-12330A 3 uM (B, <, n = 8), ou de ODQ 10 uM (B, 4, n = 6). O efeito
vasorrelaxante da B — FEA foi significativamente reduzido pelo prévio tratamento com ODQ, entretanto
ndo foi alterado pelo prévio tratamento com MDL-12330A. # p < 0,05; ANOVA de duas vias com p0s-
teste de Holm-Sidak, em comparag¢@o a curva controle.
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4.7 Papel dos canais para potassio na vasodilatacio induzida pela p-FEA

O tratamento de anéis de aorta com endotélio intacto pré-tratados com
glibenclamida (inibidor de canais de potdssio ativados por trifosfato de adenosina
[ATP]; 10 uM, n = 9) ndo alterou significativamente o efeito relaxante provocado pela
B-FEA, visto que os valores de CEsy de 79,5 [48,23 — 131,07] uM nao foram diferentes
daqueles obtidos de preparagdes controle (p > 0,05; Mann-Whitney). Entretanto, o
efeito relaxante da B-FEA foi significativamente diminuido pelo tratamento com
tetraetilamonio (TEA, um bloqueador ndo especifico de canais para K*; 5 mM, n = 6; p
< 0,05; teste de Holm-Sidak) ou com 4-aminopiridina (4-AP, um bloqueador seletivo de
canais para K* operados por voltagem; 1 mM, n = 8), uma vez que a resposta contratil a
PHE (1 uM) na concentragdo méaxima usada de B-FEA (300 uM) foi reduzida para E;x
72,34 + 4,3% e para Epng, 49,74 + 4,15%, respectivamente (Figura 13), valores maiores
que aqueles produzidos pela B-FEA e observados na auséncia de TEA e 4-AP (24,7 +
3,70%:; vide item 4.2 acima).

Figura 13. Efeito dos bloqueadores de canais para potdssio na vasodilatagdo induzida

pela B-FEA.
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Efeito da B-FEA (1 - 300uM) sobre uma pré-contragéo induzida por fenilefrina 1 uM em preparagdes com
endotélio integro sem adi¢do prévia de qualquer outra substincia (e, n = 21), comparada a segmentos na
presenca de TEA 5 mM ( o, n = 6), glibenclamida 10 uM (©, n =9) oude 4-AP 1 mM (O, n=38). O
efeito vasorrelaxante da B — FEA foi significativamente reduzido pelo prévio tratamento com TEA (5
mM) ou 4-aminopiridina (1 mM), mas ndo pelo pré-tratamento com glibenclamida (10 uM). # p < 0,05;
ANOVA de duas vias com pds-teste de Holm-Sidak, em comparacdo a curva controle.
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4.8 Efeito da inibicao da guanilato ciclase sobre o relaxamento induzido por
bloqueador alfa-adrenérgico

Adi¢do de prazosin (0,1 - 30 nM), um antagonista de receptor a-1
adrenérgico, a anéis de aorta pré-contraidos com PHE 0,3 pM induziu relaxamento
completo do estimulo contrétil (Fig. 14). A CEsgpara esse efeito foi de 0,50 [0,21-1,22]
nM, valor significativamente aumentado pelo pré-tratamento com ODQ 10 uM (n = 7),
inibidor da guanilato ciclase, para 3,53 [2,84-4,38] nM (p < 0,05, ANOVA de uma via

com pods-teste de Holm-Sidak; Figura 15), sem alteracdo do efeito relaxante maximo.

Figura 14. Efeito da inibi¢do da guanilato ciclase sobre o relaxamento induzido por

bloqueador alfa-adrenérgico.
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Curva concentracgio-efeito ao Prazosin (0,1 — 30 nM) sobre uma pré-contra¢ao induzida por PHE 0,3 uM
na auséncia (@, n = 7) ¢ na presenga de ODQ 10uM (o, n = 7). O tratamento prévio com ODQ deslocou
significativamente a curva concentracdo efeito do prazosin para direita, diminuindo a sua poténcia
farmacoldgica. # p < 0,05; ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak.
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4.9 Efeito da B-FEA sobre as contracoes transitorias induzidas por fenilefrina em
anéis de aorta mantidos em meio sem Ca**

Em meio sem adi¢do prévia de Ca* e com EGTA 1 mM, a adicao de PHE
(1 uM) induziu contracdo fésica, isto €, contracdo transitéria nao sustentada com
magnitude de 43,6 + 1,4% (n = 6) da contracdo controle (K* 60 mM em meio contendo
Ca’). Na presenca de B-FEA 100 uM (n = 9), a contra¢do féasica de PHE foi
correspondente a 26,5 + 2,8%, valor significativamente menor que aquele obtido na
auséncia da B-FEA (p < 0,05; ANOVA de uma via com pds-teste de Holm-Sidak; Fig.
15).
Figura 15. Efeito da B-FEA sobre as contragdes transitérias induzidas pela

. . L. . . 2+,
fenilefrina em anéis de aorta de rato mantidos em meio sem Ca”*

50 7 Sem Ca2* + EGTA (1 mM)
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Grifico representando resposta a fenilefrina 1 pM em meio livre de Ca®* contendo EGTA 1mM na
auséncia (n = 6) e na presenga (n = 9) de - FEA 100 uM. A B - FEA (100 uM) inibiu a resposta contratil
a fenilefrina. * p < 0,05; ANOVA de uma via com pés-teste de Holm-Sidak.
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4.10 Efeito inibitorio da p-FEA nas contracdes da aorta isolada de rato induzidas
pela restauracao de Ca®* extracelular apos deplecao dos estoques intracelulares em

meio com tapsigargina, nifedipina e EGTA

Em anéis de aorta mantidos em meio sem Ca2+, contragdes fasicas como
descritas na secdo anterior foram obtidas através de estimulos sucessivos com
noradrenalina (1 pM ) até o desaparecimento da resposta contrdtil, o que sugeriu o
esgotamento dos estoques intracelulares de Ca™. Ap6s a remocao da noradrenalina do
meio extracelular, o Ca®* extracelular foi restaurado para 2,5 mM, na presenca de
nifedipina (1 uM ), tapsigargina (1 uM ) e EGTA (0,1 mM ), procedimento que causou
contragdo da preparacdo cuja magnitude foi 26,6 = 3,6% (n = 6) da contracdo de
referéncia (K™ 60 mM) em meio com Ca’*. Na presenca de B-FEA (300 uM; n = 8), esta
contracio sustentada induzida por Ca®* foi significativamente reduzida para 16,9 +

2,6% (p < 0,05; teste de Holm-Sidak; Fig. 16).

Figura 15. Efeito da B-FEA sobre a contra¢do induzida pela restauracio do Ca2+
extracelular apos deplecdo dos estoques intracelulares de Ca™.
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Gréfico mostrando a magnitude da resposta contrdtil causada pela restauracio de Ca** no meio
extracelular (2,5 mM) em comparagio com a resposta de referéncia induzida por K¥ 60 mM em meio com
célcio. Ap6s estimulacdo repetida com noradrenalina até alcangar o esgotamento dos estoques internos, o
tecido foi mantido na auséncia de qualquer estimulo contraitil na presenca de EGTA (0,1 mM), nifedipina
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(1 uM) e tapsigargina (1 uM). A adi¢do de 2,5 mM de célcio produziu contragdo (n = 6) que foi inibida
pelo pré-tratamento com B-FEA (300 uM) (n = 8). O (n) representa o nuimero de observacgdes
experimentais. Os dados sdo expressos como média + EP.M. # p < 0,05; comparado com o efeito
contrétil na auséncia de B-FEA (teste t).

4.11 Influéncia do endotélio nos efeitos da B-FEA na curva concentracio-efeito
induzida por fenilefrina em anéis de aorta

Anéis de aorta com endotélio intacto ou com endotélio removido foram
estimulados com concentragdes crescentes de fenilefrina (PHE; 1 nM a 30 uM) e os
respectivos efeitos contriteis estdo mostrados nas Figs. 17 (endotélio intacto) e 18
(endotélio removido). Nas preparacoes com endotélio intacto, a PHE produziu
contragdo com magnitude maxima de 100,49 + 6,13% da resposta de referéncia (K* 60
mM) e a CEj5 foi 0,08 [0,04-0,16] uM (n = 7). Na presenca de f — FEA (30 uM), a CE5
para PHE foi 0,10 [0,05-0,21] uM com E.,x de 106,40 + 6,54%, valores sem diferenca
estatistica quando comparados aos respectivos valores na auséncia de B-FEA. Em
contrapartida, quando na presenca de PB-FEA (100 puM e 300 uM), a curva
concentracdo-efeito a fenilefrina foi deslocada para a direita, uma vez que a CEsy de
0,35 [0,19-0,63] uM e 1,35 [0,85-2,14] uM, respectivamente, foram estatisticamente
maiores que aquela obtida na auséncia de f—FEA (p < 0,05; ANOVA de duas vias com
pos-teste de Holm-Sidak; Fig. 17). No entanto, ndo houve diferenca estatistica nos
valores de Enax para a maior concentracdo usada de PHE (30 uM), os quais foram 103,4
+ 6,51% na presenca de 100 uM B — FEA e 85,62 + 8,07% na presenca de 300 uM 3 —
FEA (p > 0,05 em comparacdo com E;;,x na auséncia de B-FEA [100,49 + 6,13%]; Fig.
17).

As preparacdes com endotélio removido apresentaram  maior
responsividade a PHE uma vez que os valores de CE5y de 10,90 [7,10-16,70] nM e Ejax
de 144,18 + 7,58% foram significativamente diferentes daqueles obtidos para PHE em
preparagdes com o endotélio intacto (p < 0,05; Mann-Whitney). Na auséncia do
endotélio, o pré-tratamento com B—FEA 30 pM deslocou para a direita a curva de
resposta a PHE, apresentando valor significativamente maior de CEsy (40,20 [24,30-
66,30] nM; p < 0,05; Mann-Whitney) sem alterar o valor de E.x (136,41 + 14,29%; p >
0,05; ANOVA de duas vias). Nas concentracdes de 100 uM e 300 uM além de a B-FEA

deslocar a curva de resposta a fenilefrina para direita, aumentando os valores de CEs,
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também houve a diminuicdo do efeito maximo (p < 0,05; ANOVA de duas vias). Na
concentracdo de 100 uM, a CEsy foi de 193,40 [159,40-234,50] nM e o E,s foi de
82,06 + 4,25% (n = 6). Na concentracdo de 300 uM, a CEsy foi 1.102,30 [650,69-
1.867,20] nM e 0 E4x 65,84 +4,16% (n = 7; Fig. 18).

Figura 17. Efeitos do pré-tratamento com B — FEA na curva concentragdo- efeito a
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio intacto.
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Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (1,0 nM a 30 uM) foram construidas onde preparagdes isoladas
de aorta de rato, com endotélio intacto, eram previamente tratadas com B—FEA nas concentracdes de 30
uM(o, n=8), 100 uM (le#, n=7) € 300 uM (A, n = 7) e também na sua auséncia, controle (e, n = 7). Os
dados sdo média + E.P.M e estdo expressos como percentual da contragio inicial induzida por K* (60
mM). O (n) representa o nimero de observagdes experimentais.* p < 0,05; ANOVA de duas vias.
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Figura 18. Efeitos do pré-tratamento com 3 — FEA na curva concentragdo- efeito a
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio removido.
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Curvas concentragdo-efeito a fenilefrina (1,0 nM a 30 uM) foram construidas onde preparagdes isoladas
de aorta de rato, com endotélio removido, eram previamente tratadas com B — FEA nas concentrag¢des de
30 uM(o, n=8), 100 uM (4@, n = 6) e 300 uM (A, n = 7) e também na sua auséncia, controle (e, n = 7).
Os dados sdo média = E.P.M e estdo expressos como percentual da contracdo inicial induzida por K* (60
mM). O (n) representa o nimero de observacdes experimentais.* p < 0,05; ANOVA de duas vias.
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4.12 Efeito da B-FEA sobre a curva concentracio-efeito para o K*

Preparagdes de anéis de aorta com o endotélio intacto contrairam de maneira
dependente de concentracio em resposta a concentracdes crescentes de K (10-120
mM) com E,,x de 118,89 + 3,58% e CEsode 31,49 [25,17-39,42] mM. Na presenca de
30 uM ou 100 uM de B-FEA nao houve diferenca estatisticamente significativa nos
valores de CEsy (32,11 [26,69-38,62] e 29,76 [22,11-40,06] mM, respectivamente) ou
nos valores de En.x (118,28+2,97% e 108,53+3,61%, respectivamente) em relacdo a
curva controle (p > 0,05; ANOVA de duas vias). Por outro lado, em anéis de aorta pré-
tratados com 300 uM de B—FEA houve diferenca estatisticamente significante (p < 0,05;
ANOVA de duas vias) a partir da concentra¢cdo de 60 mM de K" diminuindo o efeito
maximo para 90,77 + 5,46%, mas sem alteracio da CEsy que corresponde a 26,55

[20,89-33,74] mM (Fig. 19).

Figura 19. Efeito da B—FEA sobre a curva concentragio-efeito para o K.
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Curvas concentracdo-efeito ao potdssio (10 a 120 mM) foram construidas onde preparagdes isoladas de
aorta de rato, com endotélio intacto, eram previamente tratadas com B — FEA nas concentragdes de 30
uM(o,n=7), 100 uM (@, n="7) € 300 uM (A, n = 8) e também na sua auséncia, controle (e, n = 7). Os
dados sdo média + E.P.M e estdo expressos como percentual da contracio inicial induzida por K* (60
mM). O (n) representa o nimero de observacdes experimentais.# p < 0,05; ANOVA de duas vias.
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4.13 Efeito da B-FEA sobre uma contracao sustentada de clonidina 100 pM

Realizou-se os experimentos em anéis de aorta isolada com endotélio
removido, pois na presenga do endotélio a clonidina ndo foi capaz de induzir uma
contracdo expressiva. A B-FEA (1 - 300 uM) nao alterou significativamente (p > 0,05;
ANOVA de uma via) a contracdo induzida por clonidina (agonista a,-adrenérgico; 100
uM) (n = 9). Na maior concentragdo de B-FEA (300 uM), a amplitude de contrag¢do da
clonidina foi correspondente a 93,45 + 4,25% daquela obtida imediatamente antes da
adicao de B-FEA. Por comparagdo nas mesmas condi¢des, a contragdo induzida por
PHE (1 uM) também na auséncia de endotélio (n = 9), foi reduzida pela B—FEA para
59,40 + 5,03% em relagdo a resposta mixima, valor significativamente diferente do
obtido quando a contracio foi induzida por clonidina (p < 0,05; ANOVA de duas vias)

(vide item 4.4 acima).

Figura 16. Efeito da B — FEA sobre uma contracao sustentada de clonidina 100 uM.

-@- Clonidina 100 upM E” (n = 9)
120 ~

O~ Fenilefrina 1 uM E” (n =9)
100 A
g
= 80 #
*©
£
R
S 60
©
2
o)
Q40
=2
20
0 T T T
1 10 100 1000

B—Feniletilamina (uM)

Grafico mostrando curva concentragdo-efeito a B-FEA (1 — 300 uM) sobre pré-contragdes induzidas por
clonidina 100 uM (e, n = 9) ou fenilefrina 1 uM ( o, n = 9) em preparag¢des com endotélio removido. A B
- FEA (1 - 300 uM) nao relaxou significativamente a contra¢do promovida pela clonidina. Os dados sdo
eXpressos  como média + EPM. # p < 0,05 ANOVA de duas vias.
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4.14 Recuperacao da resposta contratil ao potassio apos exposicao a p-FEA em
anéis de aorta isolada de rato

A amplitude da contracdo de K" 60 mM em anéis de aorta isolada apds
exposic¢ao a B-FEA 300 uM (n = 6) foi de 105,7 £ 5,0% em relagcdo a contragdo inicial

de K" 60 mM em anéis de aorta isolada e nio expostos a B-FEA.

Figura 17. Recuperagdo da resposta contratil ao potassio apds exposi¢do a B-FEA em
anéis de aorta isolada de rato.
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Gréfico demonstrando resposta ao K* 60 mM depois da exposi¢do e remog¢io de uma concentragio de 300
uM de B-FEA (n = 6) — Final. Resposta expressa percentualmente em relagdo ao mesmo estimulo
realizado antes da exposi¢do a 3 - FEA — Inicial. p > 0,05; ANOVA de uma via.



49

5. DISCUSSAO

Este estudo foi elaborado com o intuito de investigar o potencial efeito
vasorrelaxante da B—FEA, uma amina traco fisiologicamente importante que parece
exercer seus efeitos através da modulacdo da liberacdo de catecolaminas bem como
através da ativacdo dos receptores associados as aminas traco (TAAR) (ZUCCHI et al.,
2006). Essa amina trago apresenta efeitos contrateis e relaxantes a depender da faixa de
concentracdo, por exemplo, Broadley et al., (2009) demonstraram que, em rato e em
cobaia, a B—FEA apresentou efeito contratil em anéis de aorta com endotélio removido
na faixa de concentracdo de 1 a 1000 pM, em contrapartida, em leito mesentérico de
rato ela apresentou efeito vasodilatador quando a pressdo foi aumentada através da
infusdo de fenilefrina (100 pM). Do mesmo modo, foi avaliado por Fehler et al., (2010)
que em aorta isolada de rato a B—FEA apresentou atividade vasoconstritora, entretanto,
esta resposta contratil foi independente da presenca do endotélio e de L-NAME

(inibidor ndo especifico da enzima 6xido nitrico sintase).

Tendo em vista esses dois efeitos observados, neste estudo, demonstramos
as curvas concentracdo-efeito em anéis de aorta isolada de rato com endotélio intacto
em resposta a B-FEA usada na faixa de concentracdo entre 1 e 3000 uM. Pudemos
demonstrar que, em preparagdes com endotélio intacto, seus efeitos sdo bifasicos e
incluem efeito contratil nas concentra¢des acima de 1000 pM. Além disso, quando (-
FEA foi adicionada em anéis de artéria aorta mantidas no plateau de contracio induzida
por fenilefrina, reconhecida por suas acdes agonistas a-adrenérgicas (ZHONG;
MINNEMAN, 1999), observamos relaxamento significativo ocorrido para

concentragdes entre 30 e 300 uM (CEs( de aproximadamente 85 uM).

Estudamos também o efeito da B—FEA sobre outros estimulos contréteis
aplicados aos anéis de aorta isolada de rato. O efeito relaxante previamente observado
nao se reproduziu quando a pré-contracdo foi induzida com aumento da concentracio
extracelular de K* para 60 mM, o que causa despolarizacio do sarcolema (SOMLYO;
SOMLYO, 1968), ou pela adicao de prostaglandina 9,11-dideoxi-11a,90—epoximetano
F,, (U-46619), composto andlogo do tromboxano A, (WILSON et al., 2005). Estes

resultados estdo em concordancia com os efeitos encontrados por Narang et al., (2014).
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Estes autores demonstraram que, em anéis isolados de artéria mesentérica de resisténcia,
a [B-FEA relaxou a contracdo induzida pelos agonistas adrenérgicos noradrenalina,
metoxamina e fenilefrina, e foi ineficaz em relaxar as contracdes induzidas por
prostaglandina F,, (U-46619). O valor da CEsy da B-FEA quando a contragdo foi
induzida por fenilefrina foi de 67.74 = 16.72 pyM (NARANG et al., 2014), valor
proximo do encontrado no nosso estudo. O fato da B-FEA inibir contra¢des mediadas
por ativacdo de receptor adrenérgico e pouco influenciar aquelas induzidas por solugdo
despolarizante ou ativacdo de outro tipo de receptor, leva a pensar em um possivel
antagonismo adrenérgico, hipdtese ja levanta por Narang et al., (2014). Ainda assim, foi
verificada a participagdo de receptores B-adrenérgicos nos efeitos inibitdrios da B-FEA,
mas observamos que a curva concentragdo-efeito induzida pela B-FEA ndo foi alterada
pela presenca de propranolol, desencorajando a hipétese de que os efeitos relaxantes da

B — FEA ocorreram via ativacdo de adrenoreceptores f3.

O relaxamento induzido por acetilcolina em segmentos de aorta com
endotélio integro € um conceito cldssico na fisiologia cardiovascular (FURCHGOTT,
1983). Esse relaxamento depende prioritariamente da produgdo do fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothelium-derived relaxant factor), que
apesar da natureza nao totalmente conhecida ao ser revelado no inicio dos anos 1980,
hoje em dia sabe-se ser majoritariamente o gds 6xido nitrico (NO). Esse gas, de meia-
vida curta, chega rapidamente do endotélio a célula muscular ativando a enzima
guanilato ciclase, levando ao aumento dos niveis de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc). Esse aumento leva a uma série de eventos que resulta no relaxamento da
musculatura lisa vascular, dentre os quais vale ressaltar a hiperpolariza¢do decorrente da
abertura de canais para potdssio. Dada a importancia dessa via, bem como a analogia
estrutural da B-FEA com o nitro-composto com atividade estimuladora sobre a guanilato
ciclase solivel (BRITO et al, 2013), investigamos a participacdo da via

NO/GMPc/canais de K" no relaxamento induzido por B-FEA.

Nossos resultados demonstram que a remog¢ao mecanica do endotélio, bem
como a adi¢do prévia de um bloqueador da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (L-
NAME), inibiu o relaxamento induzido por B-FEA. Da mesma forma, Anwar et al.,

(2012), observaram que, em leitos vasculares mesentéricos, a acao vasodilatadora da § —
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FEA foi inibida por L-NAME (1 mM), indicando que esse efeito ¢ mediado pela
liberacdo de NO proveniente do endotélio. Entretanto, nos estudos de Narang et al.,
(2014), o L-NAME (100 uM) bem como a retirada do endotélio ndo foi capaz de inibir,
em leito mesentérico, o efeito vasodilatador da B—FEA nas contra¢des induzidas por
metoxamina. A razdo desses diferentes resultados é desconhecida, mas ha a
possibilidade da B-FEA causar vasorrelaxamento por mecanismos especificos a
depender do tecido onde ela atue e que, ndo necessariamente, envolva a liberacdo de
NO. Por isso, o L-NAME néo interfira no efeito supracitado observado nos estudos de
Narang et al.,, (2014). Além disso, utilizamos o inibidor ndo especifico da
ciclooxigenase (COX), indometacina, que também diminuiu a poténcia farmacoldgica
da resposta vasodilatadora da B-FEA, indicando uma possivel liberacdo de fatores
endoteliais como as prostaciclinas nos seus efeitos. Assim, com o objetivo de investigar
a influéncia do endotélio no efeito vasorrelaxante da B-FEA, realizamos a curva
concentracdo-efeito a B-FEA em preparacdes mantidas sem estimulo contrdtil na
auséncia do endotélio. Estes resultados demonstraram que o efeito contrétil da B-FEA
foi potencializado com a retirada do endotélio, diminuindo a CEsy e aumentando o
efeito maximo. Este resultado foi de encontro ao analisado por Fehler et al., (2010),
onde a contratilidade ocasionada pela B-FEA, em aorta de rato, ndo foi afetada pela
remog¢ao do endotélio. Contudo, em nosso estudo, demonstramos que provavelmente a
presenca do endotélio favorece o efeito relaxante da B-FEA enquanto que a auséncia do

endotélio favorece o efeito contratil dessa amina traco.

Em seguida, foi demonstrado que a adi¢do de um agente inibidor da
guanilato ciclase, o ODQ, foi capaz de diminuir o efeito relaxante da B—FEA, fendmeno
nao observado com um inibidor da adenilato ciclase, o MDL-12330A. Posteriormente, a
participacdo dos canais para K foi testada com a utiliza¢@o de inibidores desses canais.
Primeiramente, usamos um bloqueador inespecifico, o TEA, que reduziu o relaxamento
da B — FEA, e depois dois outros inibidores seletivos: a glibenclamida, bloqueador de
canais para potdassio ATP-dependentes, que ndo interferiu no efeito relaxante; e a 4-AP,
bloqueador de canais para potdssio dependente de voltagem, que reduziu o efeito

vasorrelaxante da B-FEA, indicando uma potencial participa¢do dos canais para potdssio
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sensiveis a voltagem. Assim, esses resultados em conjunto demonstram a importancia

dessa via NO/GMPc/canais de potéssio para o relaxamento induzido por  — FEA.

Narang et al., (2014) levantaram a hipétese de que a B-FEA poderia exercer
antagonismo a;-adrenérgico, uma vez que seus estudos revelaram que ela reverteu
seletivamente contragdes induzidas por agonistas do adrenoreceptor a;. Ademais, eles
investigaram e demonstraram a capacidade de ligagcdo da B-FEA aos a-adrenoreceptores
ao descobrirem que a B-FEA € capaz de deslocar o prazosin dos o;-adrenoreceptores em
homogenatos de cérebro de ratos. Levando-se em consideracdo essa hipétese, decidimos
comparar os efeitos da B-FEA com os do prazosin, um antagonista a;-adrenérgico
classico (ALOSACHIE; GODFRAIND, 1986). Como esperado, esse agente causou
vasorrelaxamento quando adicionado sobre o plateau de uma contracdo induzida por
fenilefrina. Além disso, também foi observado um deslocamento da curva para a direita,
com aumento significativo da CEsp, quando houve adi¢do prévia do inibidor da
guanilato ciclase, ODQ. Portanto, observa-se que a guanilato ciclase influéncia a acdo

relaxante do prazosin assim como a da B-FEA.

Neste estudo, examinou-se também o efeito da B-FEA em protocolos
experimentais que avaliam algumas vias de regulacdo da concentracdo intracelular de
célcio: (1) contracdo transitoria promovida pela liberagdo de IP; decorrente da
estimulagdo dos receptores a;-adrenérgicos em preparacdes mantidas em condicdes sem
Ca”™ extracelular; (ii) contracdes induzidas pela deplecio dos estoques intracelulares de
Ca®* apos repetidos estimulos farmacomecénicos e inibicdo simultdnea da calcio
ATPase do reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA) com tapsigargina em meio contendo
nifedipina, um bloqueador dos canais para Ca®* do tipo L. Na concentracdo de 100 uM,
a B-FEA inibiu o componente fasico da contracdo induzida pela PHE, sugerindo que a
B-FEA é capaz de inibir indiretamente a contracio causada pela liberacio de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico pelo receptor de IP3, visto que a PHE induz contratilidade pelo
mecanismo de acoplamento farmacomecanico que envolve a ativagdo da fosfolipase C
por ativacdo de receptores acoplados a proteina G, culminando na liberagao de IPs, o
qual possui receptores especificos no reticulo sarcoplasmético que, quando ativados,
liberam Ca** para o citoplasma. Além disso, na concentragio de 300 pM, a B-FEA,

adicionada anteriormente, inibiu a contracdo sustentada induzida pela restauracdo de



53

Ca”* extracelular, inferindo que ela também induz efeitos inibitérios sobre contracdes
ocasionadas pelo influxo de Ca” através dos canais para Ca™ operados por estoques
(PUTNEY, 1990). Contudo, ndo podemos inferir que ela esteja atuando diretamente no

reticulo sarcoplasmadtico ou seja um bloqueador SOCC (NOGUERA; D’OCON, 1993).

Ainda com o objetivo de comparar os efeitos da f-FEA com os do prazosin,
e visto que, Alosachie e Godfraind (1988) relataram suposta acdo do prazosin sobre a
contracdo induzida por PHE onde, na presenca de endotélio, ele provavelmente age
como um antagonista ndo-competitivo e, na auséncia do endotélio, ele age como um
antagonista competitivo, decidimos analisar os efeitos da amina traco nas curvas
concentragdo-efeito induzidas por PHE. Assim, na presenca do endotélio, a B-FEA
deslocou a curva concentracdo-efeito a PHE para a direita em relagdo ao controle, no
entanto ndo alterou o efeito mdximo, este resultado foi de encontro aos experimentos
com o prazosin, onde o efeito maximo foi reduzido na presenca do endotélio
(ALOSACHIE; GODFRAIND, 1988). Na auséncia do endotélio, a B-FEA nas
concentracdes 30 uM, 100 uM e 300 uM também deslocou a curva concentracao-efeito
a PHE para a direita em relacdo ao controle, porém o efeito mdximo diminuiu
proporcionalmente ao aumento da concentracdo da B-FEA, indo de encontro ao
resultado encontrado nos experimentos demonstrados por Alosachie e Godfraind

(1988), onde ndo houve alteragdo do efeito mdximo na auséncia do endotélio.

A remocdo do endotélio potencializou a a¢do contratil da PHE, diminuindo
o CEs5o e aumentando o efeito méximo da curva controle quando comparado aos valores
encontrado na presenca do endotélio. O endotélio parece funcionar como um modulador
na interacdo de antagonistas e agonistas a-adrenérgicos em aorta de ratos. Na literatura,
foi relatado que em aorta isolada de ratos a modulacao do endotélio na contratilidade de
agonistas estd relacionada com o aumento dos niveis de GMPc ativado por NO,
resultando na redugdo da eficdcia do agonista e receptores de reserva (ALOSACHIE;
GODFRAIND, 1986). Diante de tantos fatores envolvidos, ndo podemos inferir que a f3-
FEA seja uma antagonista a;-adrenérgico puro, visto que nos resultados da curva
concentracdo-efeito a PHE, na auséncia do endotélio, o efeito inibitério da B—FEA fica
prejudicado, dado que a retirada do endotélio altera a linha de base nessas condicdes

experimentais. Contudo, ndo descartamos a possibilidade de que a B—FEA possa atuar
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como um antagonista a-adrenérgico, posto que ela foi capaz de inibir o influxo de célcio
por canais operados por estoques, que segundo Noguera e D’Ocon (1993) seriam
sensiveis a ativa¢do dos receptores adrenérgicos. Além disso, seu efeito vasorrelaxante

foi observado somente quando a fenilefrina foi utilizada como estimulo contrétil.

Nesse sentido, com o intuito de corroborar nossa hipétese de que o
bloqueio a-adrenérgico estd envolvido nos efeitos inibitérios da amina-trago, realizamos
uma curva concentragdo efeito para o K" na presenca da B-FEA. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferengas significativas entre as CEsq das trés curvas em
relacdo ao controle. Enquanto que o efeito maximo foi levemente diminuido nas
concentracdes de 100 uM e 300 uM da amina-traco. Assim, o pré-tratamento com [3-
FEA inibiu preferencialmente a curva concentracdo efeito a fenilefrina em anéis de
aorta com endotélio intacto em comparacdo com seu efeito inibitorio sobre a curva
concentragio efeito para o K*. Estes resultados sugerem que uma contra¢io promovida
por uma solugdo despolarizante € menos sensivel do que uma contracdo promovida por

um agonista a;-adrenérgico aos efeitos inibitérios da f-FEA.

Curiosamente, em anéis de aorta isolada com endotélio removido, -FEA (1
- 300 uM) ndo relaxou significativamente a contracdo promovida pela clonidina, um
agonista ay-adrenérgico. Logo aparentemente, a B—FEA s6 é capaz de produzir

relaxamento em preparacdes contraidas com agonista adrenérgico o;.

Por fim, foi avaliada a capacidade de recuperacdo da resposta contrétil ao
potdssio apds exposicao a B-FEA em anéis de aorta isolada de rato. Logo, a recuperacao
do tecido com estimulo eletromecanico apos a verificagdo do efeito vasorrelaxante da 3

— FEA indica que seus efeitos sdo reversiveis.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a B-FEA € uma substancia com efeito
bifdsico, apresentando ac@o vasorrelaxante significativa somente sobre estimulo
contrétil induzido por fenilefrina, em aorta isolada de rato, na faixa de concentracdo de
30 a 300 uM, além disso, apresentou efeito contratil quando adicionada isoladamente
nas concentracoes acima de 1000 uM. Seus efeitos vasorrelaxantes parecem ser
dependentes da liberacdo de fatores endoteliais, tais como o O6xido nitrico ou
prostaciclinas, bem como da atividade da enzima guanilato ciclase. Parte dos seus
efeitos farmacoldgicos pode ser explicado pela abertura de canais para K* voltagem-
dependentes para produzir vasorrelaxamento. Além disso, os canais para K* ativados
por ATP, a enzima adenilato ciclase ou os receptores -adrenérgicos parecem ndo estar
envolvidos nos efeitos vasodilatadores da P-FEA. Ademais, a f — FEA reduziu a
resposta contratil mediada pela ativacao do receptor de IP3, inibiu a contragdo induzida
pela restauracdo de Ca®* extracelular e inibiu preferencialmente a resposta contrétil
mediada por fenilefrina quando comparada ao potdssio. Portanto, € possivel que um
suposto antagonismo o;-adrenérgico esteja envolvido nos seus efeitos vasculares,
embora uma caracterizacdo mais aprofundada de seu efeito vasodilatador seja necessaria
e levando-se em consideracdo a influéncia do endotélio e do NO nestes efeitos, estudos
futuros precisam ser realizados para melhor caracteriza-los, como por exemplo, avaliar

a influéncia do NO e de canais para potassio no efeito contratil.
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ANEXO

ANEXO 1-Declaragao da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Ceara.
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