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Interacao entre as Vias de Sinalizacao de Receptores
Serotoninérgicos e B-Adrenérgicos em Artéria Femoral de Ratos

Interaction between Serotoninergic and B-adrenergic Receptors Signaling Pathways in Rat Femoral Artery
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Resumo

Fundamento: A doenca corondria tem sido amplamente estudada em pesquisas cardiovasculares. No entanto, pacientes
com doenca arterial periférica (DAP) tém piores resultados em comparacao aqueles com doenca arterial coronariana.
Portanto, os estudos farmacolégicos com artéria femoral sao altamente relevantes para a melhor compreensao das
respostas clinicas e fisiopatolégicas da DAP.

Objetivo: Avaliar as propriedades farmacolégicas dos agentes contrateis e relaxantes na artéria femoral de ratos.

Métodos: As curvas concentracao-resposta aos agentes contrateis fenilefrina (FE) e serotonina (5-HT) e os agentes
relaxantes isoproterenol (ISO) e forskolina foram obtidos na artéria femoral de ratos isolada. Para as respostas ao
relaxamento, os tecidos foram contraidos com FE ou 5-HT.

Resultados: A poténcia de classificacao na artéria femoral foi de 5-HT > FE para as respostas contrateis. Em tecidos
contraidos com 5-HT, as respostas de relaxamento ao isoproterenol foram praticamente abolidas em comparacao
aos tecidos contraidos com FE. A forskolina, um estimulante da adenilil ciclase, restaurou parcialmente a resposta de
relaxamento ao ISO em tecidos contraidos com 5-HT.

Conclusao: Ocorre uma interacao entre as vias de sinalizacao dos receptores p-adrenérgicos e serotoninérgicos
na artéria femoral. Além disso, esta pesquisa fornece um novo modelo para estudar as vias de sinalizacao
serotoninérgicas em condicdes normais e patolégicas que podem ajudar a compreender os resultados clinicos na
DAP. (Arq Bras Cardiol 2012;98(1):29-34)

Palavras-chave: Doenca arterial periférica, artéria femoralffisiopatologia, receptores adrenérgicos/alfa, receptores
adrenérgicos/beta, receptores de serotonina.

Abstract

Background: Coronary heart disease has been widely studied in cardiovascular research. However, patients with peripheral artery disease
(PAD) have worst outcomes compared to those with coronary artery disease. Therefore, pharmacological studies using femoral artery are highly
relevant for a better understanding of the pathophysiologic responses of the PAD.

Objective: The aim of this study was to evaluate the pharmacologic properties of the contractile and relaxing agents in rat femoral artery.

Methods: Concentration response curves to the contractile phenylephrine (PE) and serotonin (5-HT) and the relaxing agents isoproterenol (1SO)
and forskolin were obtained in isolated rat femoral artery. For relaxing responses, tissues were precontracted with PE or 5-HT.

Results: The order rank potency in femoral artery was 5-HT > PE for contractile responses. In tissues precontracted with 5-HT, relaxing
responses to isoproterenol was virtually abolished as compared to PE-contracted tissues. Forskolin, a stimulant of adenylyl cyclase, partially
restored the relaxing response to ISO in 5-HT-precontracted tissues.

Conclusion: An interaction between B-adrenergic- and serotoninergic- receptors signaling pathway occurs in femoral artery. Moreover, this
study provides a new model to study serotoninergic signaling pathway under normal and pathological conditions which can help understanding
clinical outcomes in the PAD. (Arq Bras Cardiol 2012;98(1):29-34)

Keywords: Peripheral arterial disease, femoral artery/physiopathology, receptors, adrenergic/alpha, receptors, adrenergic/beta, receptors,
serotonin.
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Introducao

Importante ramo da artéria iliaca, a artéria femoral irriga
os musculos dos membros inferiores e os tecidos periféricos,
sendo um vaso sanguineo Ginico, com uma condugdo longa, de
alta resisténcia de fluxo e com uma relevancia marcante para
intervengbes médicas'. De fato, aproximadamente 50% das
doencas arteriais oclusivas (DAO) ocorrem na artéria femoral,
podendo resultar em claudicagdo intermitente e isquemia
critica do membro, com prejuizo significativo as atividades
didrias dos pacientes?. A incidéncia de doenca arterial periférica
(DAP) tem aumentado na populagao mundial, e consideraveis
esforgos tém sido envidados para melhorar as consequéncias
desfavoraveis da intervencao médica no tratamento de longo
prazo. Além disso, fatores como tabagismo, dislipidemia, diabete
melito, aterosclerose e idade avancada tém sido implicados
na patogénese da DAP*. Embora a maioria das pesquisas
cardiovasculares tenha se voltado para a doenca coronaria,
tais como avangos em intervengdes cirdrgicas e descoberta
de novas terapias farmacoldgicas, os pacientes com DAP tém
piores resultados em comparagao aqueles com doenga da artéria
corondria®. Por essa razao, os estudos farmacolégicos com artéria
femoral sdo altamente relevantes para a melhor compreensao
das respostas clinicas e fisiopatologicas da DAP

Sabe-se que a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT)
desempenha fungdes biolégicas importantes no sistema
cardiovascular, incluindo agregacao plaquetdria, bradicardia
ou taquicardia, hipotensao ou hipertensao e vasodilatagao ou
vasoconstricao®”. A diversidade das acoes funcionais da 5-HT
relaciona-se ao ndmero de subtipos de receptores, bem como
a complexidade da via de sinalizagdo envolvida nas respostas.
A esse respeito, pelo menos 15 subtipos de receptores 5-HT
tém sido caracterizados, sendo subdivididos em sete familias de
receptores, de acordo com as propriedades farmacoldgicas, as
sequéncias de aminoacidos, a organizagao dos genes e as vias de
acoplamento de segundo mensageiro®°. As familias de receptores
5-HT1,, 5-HT,, 5-HT,, 5-HT,, 5-HT, e 5-HT, sdo acopladas a
G-proteinas, enquanto os receptores 5-HT, sdo canais idnicos
associados a 5-HT. Entre os receptores 5-HT, os subtipos 5-HT,
e 5-HT, desempenham um papel importante na regulacao do
sistema cardiovascular, em que a familia do receptor 5-HT, esta
ligada principalmente a proteina G inibitéria (Gi/o), que impede
aformagao da adenosina monofosfato ciclico (AMPc), enquanto
a familia de receptores 5-HT, é acoplada preferencialmente a
proteinas Gq/11, levando a ativagdo da via de sinalizacao IP3/
PKC/citosélica [Ca**]'". Tanto a familia de receptor 5-HT, quanto
a de 5-HT, associam-se a contracao do mdsculo liso vascular e
a formacao de trombo”'".

Aativagao dos receptores a- e B-adrenérgicos por catecolaminas
também produz uma série de respostas funcionais no sistema
cardiovascular, incluindo respostas cronotropicas positivas e
controle do tonus vascular'>'®. A vasoconstricio mediada pelo
receptor a-adrenérgico tem sido amplamente estudada em
condigdes normais e patoldgicas'*'¢, mas poucos estudos avaliam
a vasodilatagdo mediada pelos receptores p-adrenérgicos'”'®.
A esse respeito, pelo menos trés subtipos de receptores
B-adrenérgicos medeiam as respostas de relaxamento em tecidos
vasculares e acoplam-se a proteina Gs, levando a ativagao da via
de sinalizagdo da proteina quinase (PK) dependente de AMPc".

As vias de sinalizagdo dos receptores serotoninérgicos
ou adrenérgicos sao alvos para o tratamento das doencas

cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca, hipertensao
arterial, doenca coronariana e DAP*2°. Assim, os estudos
farmacolégicos sobre pequenas artérias e as interagoes
entre as drogas, envolvendo as vias de sinalizagcdo dos
receptores serotoninérgicos e adrenérgicos, sao cruciais para
o desenvolvimento de novos compostos em uma tentativa
de melhorar a qualidade de vida de pacientes com doengas
vasculares. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as
propriedades farmacolégicas dos agentes contrateis (5-HT e
fenilefrina) e relaxantes (isoproterenol e forskolina) no segmento
proximal da artéria femoral de ratos.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Campinas (UNICAMP), sob o
protocolo n2 1307-1.

Animais

Ratos Wistar machos (407, 6g) foram alojados individualmente
em 26 + 2 °C, com alimentos e dgua ad libitum e em 12h de
luz (ciclo escuro e as luzes acesas as 6h). Além disso, foram
submetidos a inalagdo de CO,, sacrificados por decapitacdo e
sangrados.

Anéis isolados da artéria femoral de ratos

A artéria femoral foi rapidamente removida e colocada
em solucdo tampao de Krebs-Henseleit, refrigerada com a
seguinte composicdo (mM): NaCl 118, KCI 4.7, KH,PO, 1.2,
MgSO,.7H,01.17, CaCl,.2H,0 2.5, NaHCO, 25 e glucose 5.6.
O segmento proximal da artéria femoral foi isolado, e dois anéis
(de aproximadamente 2 mm de comprimento) foram retirados e
montados em uma camara de 6rgaos de 5 ml. Um midgrafo para
gravacao de forca isométrica (Danish Myo Technology, modelo
610m, Aarthus N, Dinamarca) foi acoplado a um sistema de
aquisicao, com software especifico (PowerlLab 30/08, LabChart
7, ADInstruments, Sydney-NSW, Austrdlia). A solugdo de banho
foi mantida a 37°C e continuamente gaseificada com 95%-0O, e
5%-CO,, com pH de 7,4. Os tecidos foram estabilizados por 60
minutos, sob uma tensao de repouso de T mN?".

Curvas concentracao-resposta aos agentes contrateis

Ap6s o periodo de equilibrio, os anéis foram contraidos
com KCl 80 mM, para verificar a viabilidade do tecido, e
foram lavados com Krebs. Alem disso, foram contraidos com
fenilefrina (FE, T mM) e relaxados com acetilcolina (ACH, 1
uM), de modo a confirmar a integridade do endotélio. Os
anéis sem respostas contrateis ou relaxantes foram eliminados.

A fim de avaliar as respostas contrateis mediadas por
receptores serotoninérgicos e a-adrenérgicos, curvas
cumulativas concentragdo-resposta a 5-hidroxitriptamina
(5-HT: 1 nM - 100 mM) e a fenilefrina (FE: 1 nM - 100 mM)
foram construidas no segmento proximal dos anéis da artéria
femoral®2.

As curvas concentracao-resposta ao isoproterenol (1 nM
- 10 mM) foram obtidas em tecidos contraidos com FE (1
mM) ou com 5-HT (10 mM), para analisar a interagao entre
a ativagao dos receptores B-adrenérgicos e a dos receptores
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a-adrenérgicos ou serotoninérgicos. Também realizamos
curvas concentragao-resposta para o ativador adenilato ciclase
e aforskolina (1 nM - 100 uM) em anéis femorais, com fins de
determinar se as interages medicamentosas podem acontecer
em nivel do receptor ou em niveis superiores.

Todos os dados de concentragdo-resposta foram avaliados a
fim de ajusté-los em uma fungao logfstica na férmula: E = Emax/
(1 + (104109 + @), em que E é o efeito do basal acima; Emax
é a resposta maxima produzida pelo agonista; ¢ é o logaritmo da
EC,,, concentracao do agonista que produz metade do méximo
de resposta; x é o logaritmo da concentragao do agonista; n é
um parametro de ajuste de curvas que define a inclinagao da
linha de resposta de concentragao; e ® € a resposta observada
na auséncia do agonista acrescentado. A andlise de regressao
nao linear foi utilizada para determinar os pardmetros Emax e
log EC,, utilizando GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA), com a restricao de que ® = 0. As respostas
para cada agonista sao demonstradas como a média = EPM de
poténcia (pEC50) e resposta maxima (Emax). Os relaxamentos
foram plotados como porcentagens das contragdes induzidas
pela FE ou 5-HT, e as respostas contrateis foram plotadas como
porcentagem da concentragdo induzida por KCI (80 mM).

Analise estatistica

Os dados sao expressos como média = EPM de experimentos
n. O teste t de Student pareado ou ndo pareado foi realizado por
meio de software especifico (InStat, GraphPad Software, La Jolla,
CA, EUA). Os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Farmacos

Cloreto de acetilcolina, hidrocloreto de fenilefrina,
5-hidroxitriptamina, forskolina e isoproterenol foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA).

Resultados

Respostas contrateis

Tanto a 5-HT quanto a FE produziram respostas contrateis
dependentes da concentracao em anéis de artéria femoral
(Figura 1A). A poténcia da 5-HT foi significativamente maior em
comparagao a FE agonista-al (cerca de 20 vezes) no segmento
proximal da artéria femoral de ratos. Nao foram encontradas
diferengas nas respostas maximas para ambos os agonistas. Esses
dados estao resumidos na Tabela 1.

Respostas de relaxamento

Em outro conjunto de experimentos, avaliamos as respostas
de relaxamento para o isoproterenol agonista p-adrenérgico,
em que os anéis da artéria femoral foram contraidos com
FE (10 uM) ou 5-HT (1 uM). Em anéis contraidos com FE, o
isoproterenol produziu respostas de relaxamento dependentes
da concentracdo. No entanto, em anéis contraidos com 5-HT,
o isoproterenol evocou uma resposta de relaxamento inferior
em anéis de artéria femoral em relagdo aos anéis pareados
contraidos com FE (Figura 1B). Para testar a hipotese de que
tecidos contraidos com 5-HT afetavam o nivel dos receptores
B-adrenérgicos ou os niveis superiores (via de sinalizagao),
curvas de concentragdo-resposta para o ativador da adenilil
ciclase forskolina foram obtidas em anéis de artéria femoral
contraidos com FE (10 uM) ou 5-HT (1 uM). Em anéis contraidos
com FE, a forskolina produziu respostas de relaxamento
dependentes da concentragao. Todavia, um deslocamento
paralelo dextral, de cerca de nove vezes, foi observado nas
curvas de concentragao-resposta para forskolina em tecidos
contraidos com 5-HT, em comparagao aos anéis pareados
da artéria femoral contraidos com FE (Figura 1C). Nao foram
encontradas diferengas nas respostas maximas para o ativador
da adenilil ciclase em contragao com dois agentes. Esses dados
estao resumidos na Tabela 1.

Valores de poténcia (pEC,)) e respostas méaximas (Emax) obtidas a partir de curvas concentragéo-resposta a fenilefrina (FE), a
5-hidroxitriptamina (5-HT), ao isoproterenol (ISO) e a forskolina em anéis da artéria femoral de ratos contraidos com FE ou 5-HT

PEC,, Emax
Respostas contrateis
FE 5,50+0,04 (10) 114£2
5-HT 6,86+0,01 (8) 119+£2
Respostas de relaxamento

ISO
(contragdo com FE) 5,330,08 (6) 95+2
ISO N
(contrag&o com 5-HT) ND (4) 101
Forskolina
(contrag&o com FE) 6,700,06 (4) 1021
Forskolina 57440 07(5) oot

(contrag@o com 5-HT)

A poténcia é representada como -log da concentragdo molar para produzir 50% da resposta maxima. Os dados representam a média + SEM de 4-10 experimentos.
ND - ndo determinado. O nimero de experimentos é mostrado entre parénteses. * p < 0,05 em comparagdo as respostas contrateis da FE. T p < 0,05 em
comparagdo ao relaxamento ISO em tecidos contraidos com FE. # p < 0,05 em comparagéo ao relaxamento da forskolina em tecidos contraidos com FE.
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Resposta de contragéo (%)
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Curvas concentragéo-resposta a fenilefrina (eFE, n = 10) e a 5-hidroxitriptamina (V5-HT, n = 08) na artéria femoral de ratos (painel A). Relaxamento induzido
pelo isoproterenol contraido com FE (10 uM, n= 06, ®) ou 5-HT (1 uM; N = 4, V) na artéria femoral de ratos (painel B). Relaxamento induzido pela forskolina contraida

com FE (10 uM, n = 04, ) ou 5-HT (1 uM; n = 5, V) na artéria femoral de ratos (painel C). Os dados sdo médias + SEM.
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Discussao

Neste estudo, observou-se que a poténcia de ordem
de classificagdo no segmento proximal da artéria femoral
foi de 5-HT > FE, para as respostas contrateis que podem
refletir maior densidade de receptores serotoninérgicos ou
elevada eficidcia do mecanismo de via de sinalizacao nessa
preparagao, em contraste com a via a jusante de receptores
a-adrenérgicos/AMPc/PK. Curiosamente, um estudo anterior
encontrou poténcia de classificagdo semelhante para a 5-HT
em diferentes anéis arteriais, incluindo os anéis mesentéricos,
caudais e basilares?’. Além disso, a poténcia de 5-HT
encontrada em nosso estudo para o segmento proximal na
artéria femoral (6,86) mostrou-se intimamente relacionada
aos resultados obtidos na artéria basilar (6,88), indicando
que ambas as preparagoes apresentam grandes semelhangas
nas propriedades farmacoldgicas. Além disso, evidéncias
clinicas mostram que a DAP é mais comum em pacientes
com enxaqueca do que em pacientes ndo acometidos pela
cefaleia***. Ao todo, nossos dados mostram que a artéria
femoral é um interessante modelo para o estudo das vias de
sinalizagao dos receptores serotoninérgicos em condigbes
normais e patolégicas, como diabete melito e aterosclerose.

Neste estudo, também descobrimos que os tecidos contraidos
com 5-HT praticamente aboliram a resposta de relaxamento
para o isoproterenol (10% de respostas maximas), tendo sido
parcialmente restaurados pela forskolina, um estimulante de agao
direta da guanilato ciclase que ignora B-adrenérgicos. Portanto,
nossos resultados mostram uma interagao entre as vias de
sinalizacao dos receptores B-adrenérgicos e serotoninérgicos na
artéria femoral. A esse respeito, um estudo anterior demonstrou
uma interagdo entre o receptor B-adrenérgico e a 5-HT, na
liberacdo de glutamato nos terminais do nervo cerebrocortical®.
Assim, nossos dados reforgam que o segmento proximal da
artéria femoral é um tecido vascular interessante para estudar
os receptores de 5-HT e a complexa via de sinalizagdo. No
entanto, ndo podemos determinar, a partir deste estudo, que
o subtipo de receptor 5-HT medeia a resposta contratil ou
os efetores de transdugdo que contribuem para a supressao
do relaxamento de mediacao do receptor B-adrenérgico na
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