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RESUMO

Agonistas induzem ou estabilizam diferentes conformacdes de receptores
com 7 dominios transmembrana (7TMRs) levando a modulacdo diferencial das
atividades desses receptor. Este fenbmeno € conhecido como eficacia colateral ou
pluridimensional, seletividade funcional ou agonismo tendencioso. Este trabalho
investigou se drogas comumente utilizadas como agonistas de a;-adrenoceptores
(as feniletilaminas noradrenalina, dopamina, fenilefrina e metoxamina; e as
imidazolinas A61603, oximetazolina e nafazolina) apresentam agonismo tendencioso
para a via proteina Gg-mobilizacdo de Ca?" intracelular ([Ca*]i) ou para a
internalizacdo dependente de B-arrestina em oya- OU ayg-adrenoceptores humanos
em células HEK293. O agonismo tendencioso foi determinado pela comparacao
equimolar e quantificado pela comparagcédo das “razbes de transducgédo” 7Ka ou
razdes das “eficiéncias de acoplamento” .

Os métodos quantitativos de analise do agonismo tendencioso apontaram
perfis semelhantes de seletividade funcional em a;a- € ayg-adrenoceptores. Em oya-
adrenoceptores, a dopamina apresentou agonismo tendencioso para a
internalizacdo, enquanto que a fenilefrina e o A61603 foram tendenciosos para a
mobilizacdo de [Ca®']i. Todas as imidazolinas investigadas foram agonistas
tendenciosos na internalizagao de a4g-adrenoceptores.

Houve repercussdes funcionais do agonismo tendencioso observado,
uma vez que a oximetazolina promoveu taquifilaxia tanto em respostas mediadas por
aig-adrenoceptores nativos do baco do rato quanto em a;g-adrenoceptores
recombinantes humanos indicando que a sua capacidade de induzir internalizacao
de receptores ndo é restrita a receptores recombinantes. Além disso, houve forte

correlacdo entre os log(7Ka) de agonistas de oj-adrenoceptores em receptores

nativos do rato e humanos recombinantes.
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ABSTRACT

Agonists induce or stabilize different conformations of 7 transmembrane
domain receptors leading to differential modulation of receptor activities, a
phenomenon known as collateral or pluridimentional efficacy, functional selectivity or
biased agonism. This study investigates if some ligands commonly used as oy-
adrenoceptors agonists (the phenylethylamines: noradrenaline, dopamine,
phenylephrine and methoxamine; and the imidazolines: A61603, oxymetazoline and
naphazoline) present biased signaling for G4 protein mediated intracellular calcium
mobilization or B-arrestin dependent receptor internalization in human recombinant
aia- and agg-adrenoceptores expressed in HEK293 cells. The biased agonism was
determined by equimolar comparison and quantified by transduction ratios (7Ka) and
coupling efficiency ratios (7).

Both methods for quantification of biased agonism discriminated similar
profiles of functional selectivity in a;a- and a;g-adrenoceptores. In aza-adrenoceptors,
dopamine is biased for internalization, but phenylephrine and A61603 were biased
for [Ca?']i mobilization. On the other hand, all imidazolines were biased agonists for
internalization of a;g-adrenoceptors.

There are functional repercussions of the biased agonism presented by
oxymetazoline, as this agonist induced tachyphylaxis in responses mediated by
native oyg-adirenoceptors of the rat spleen and human recombinant oyg-
adrenoceptors expressed in HEK293 cells, indicating that its ability to induce
internalization is not restricted to recombinant receptors. In addition, there was a
strong correlation between log(7Ka) of aj-adrenoceptor agonists in rat native and

human recombinant o;-adrenoceptors.
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1. Introdugao

1.1 GPCRs ou 7TMRs

Os Receptores Acoplados a Proteina G (G Protein-Coupled Receptors),
também conhecidos como Receptores de 7 Dominios Transmembrana (Seven
Transmembrane Receptors - 7TMs ou 7TMRS), sdo caracterizados por apresentar
sete grandes dominios hidrofébicos, dispostos em conformacédo de a-hélices, que
atravessam a membrana plasmatica e que sao interligados por alcas hidrofilicas
intracelulares (ICL) e extracelulares (ECL) (Figura 1).

Os 7TMRs sdao responsaveis pela transducdo de um sinal gerado pela
ligacdo de uma molécula fora da célula em ativacéo de vias de sinaliza¢ao no interior
da célula. Ja& foram identificados mais de 800 genes codificadores de 7TMRs
humanos que podem ser separados em diversas classes por diferentes tipos de
classificacao (Attwood e Findlay, 1994; Foord et al., 2005; Fredriksson et al., 2003;
Kolakowski, 1994).

A classe da rodopsina, que também pode ser classificada como classe A
ou tipo rodopsina, € a maior de todas as classes de 7TMRs e sao alvos
farmacoldgicos de aproximadamente 30% das drogas utilizadas na terapéutica
(Overington et al., 2006). A classe da rodopsina se subdivide em grupos e subgrupos

dentre os quais se encontram os adrenoceptores (Fredriksson et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura secundaria e terciaria tridimensional dos 7TMRs. Em (A), esta
representada a estrutura secundaria dos 7TMRs, onde podem ser observados 0s
sete dominios transmembrana (TM1-7) interligados por trés alcas hidrofilicas
intracelulares (ICL) e extracelulares (ECL) (Modificado de Karnik et al. (2003)). Em
(B), esta representada a estrutura terciaria dos 7TMRs, onde o arranjo espacial dos
sete dominios transmembrana em a-hélice se agrupam em forma de barril. A porcéo
transmembrana (TM) pode ser dividida em dois médulos. O médulo EC (EC e regido
TM-EC) é responsavel pela ligagédo de diversos ligantes e tem diversidade estrutural
mais alta, enquanto que o modulo IC (IC e regibes TM-IC) esta envolvido com os
efetores downstream incluindo a proteina G e B-arrestinas e € mais conservado
entre os 7TMRs, mas € submetido a maiores mudancgas conformacionais na ativacao
do receptor. Em azul, estdo representadas regibes altamente conservadas e
funcionalmente importantes na classe das rodopsinas (Modificado de Katritch et al.
(2012).
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1.2 Adrenoceptores

A familia dos adrenoceptores ou receptores adrenérgicos modula o0s
efeitos das catecolaminas enddgenas adrenalina e noradrenalina e sédo divididos em
trés subfamilias: a; (o1a, 0 € oup), o2 (apa, 02 € dzc), € B (B1, B2 € PB3) de acordo
com suas propriedades farmacolégicas, homologia estrutural, e acoplamento a

proteina G (Zhong e Minneman, 1999) (Figura 2).

Familia dos Adrenoceptores
I

I I I
QL O, B
I I I
(Gﬂa’ am‘ 0"‘1:1) (a'za’ (xah’ Otzc) (B1 Bz’ Ba)
I | I
GqI11 Gi Gs
I I I

aumenta [Ca?'], inibe adenilil ciclase estimula adenilil ciclase

Figura 2. A familia dos adrenoceptores é dividida em trés subfamilias que se ligam
preferencialmente a diferentes proteinas G (Modificado de Zhong e Minneman
(1999)).

1.3 Os a;-adrenoceptores

Em humanos, 0s a;a-, aup- € aup-adrenoceptores sdo codificados por trés
diferentes genes, localizados nos cromossomos 8 (Schwinn et al., 1990), 5 (Yang-
Feng et al., 1990) e 20 (Yang-Feng et al., 1994), respectivamente (para revisao ver

(Hieble et al., 1995; Zhong e Minneman, 1999).
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Os aj-adrenoceptores sdo expressos em varios érgdos como cérebro,
coracgao, vasos sanguineos, figado, rim, préstata, baco, entre outros 6rgaos viscerais
compostos ao menos em parte por musculo liso. Ao serem ativados pelas
catecolaminas endodgenas adrenalina e noradrenalina, 0s oj-adrenoceptores
controlam importantes  fungBes  biologicas tais como modulacdo da
neurotransmissdo, contraces de musculo liso vascular e visceral, crescimento,
diferenciacdo e divisdo celular, regulagdo da pressdo sanguinea, metabolismo da
glicose e cronotropismo e inotropismo cardiaco (Cotecchia, 2010; Michelotti et al.,

2000).

1.4. Os a,-adrenoceptores como alvos terapéuticos

Os aj-adrenoceptores sdo alvos terapéuticos de diversas drogas.
Antagonistas destes receptores sao utilizados no tratamento de doencas como
hipertenséo arterial e hipertrofia ou hiperplasia prostatica (Liao et al., 2011; Sica,
2005; Warde, 2011). Ja os agonistas de aj-adrenoceptores sdo usados na
hipotensdo e choque (Stewart et al., 2002), e como vasoconstritores localmente
aplicados as membranas mucosas nasais e nos olhos promovendo descongestéo, e
também como midriaticos (Johannssen et al., 1997).

No coracdo e no cérebro ha predominancia da expressdo dos subtipos
oia- € agg-adrenoceptores. Entretanto, a ativagcao desses subtipos promove agdes
diferentes. A ativacdo dos oya-adrenoceptores resulta em cardioprotecdo e
neuroprotecao e drogas que ativem seletivamente oya-adrenoceptores, mas que nao
ativem oyg-adrenoceptores, sdo consideradas drogas promissoras no tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva e de varias desordens neurolégicas (Jensen et al.,

2011; Perez e Doze, 2011).
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1.5 Agonistas de a;-adrenoceptores

Em funcdo de suas estruturas quimicas, o0s agonistas de ou-
adrenoceptores podem ser classificados em dois grandes grupos: as feniletilaminas
(ou fenetilaminas) e as imidazolinas (Figura 3). Entre os agonistas de oy-
adrenoceptores mais comumente utilizados como ferramentas experimentais estao
as feniletilaminas: noradrenalina, dopamina, fenilefrina e metoxamina; e as

imidazolinas: A61603, oximetazolina e nafazolina (Figura 4).

fenil etil amina B

Figura 3. Estrutura quimica representativa de agonistas de a;-adrenoceptores da
classe das feniletilaminas (A) e imidazolinas (B). Em (A), a presenca de hidroxilas
(OH) nas posicoes 3 (meta) e 4 (para) do grupamento aromatico € a estrutura
identificadora (anel o-dihidroxibenzeno ou catecol) das catecolaminas. Encontram-se
também identificados os carbonos o e B, sendo esse Ultimo, frequentemente
hidroxilado nas catecolaminas (exceto na dopamina). Em (B) esta representado o
anel imidazolico presente numa série de agonistas seletivos de o-adrenoceptores

(Estruturas criadas com o programa ACD/ChemSketch v12.01).
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Noradrenalina Dopamina
Fenilefrina Metoxamina
A61603
H
N
1)
Oximetazolina Nafazolina

Figura 4. Estruturas quimicas dos agonistas de as-adrenoceptores comumente
utilizados: as feniletilaminas noradrenalina, fenilefrina, dopamina e metoxamina, as
imidazolinas A61603, oximetazolina e nafazolina (Estruturas criadas com o programa
ACD/ChemSketch v12.01).
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1.6 Vias de Sinalizagao

1.6.1 Via de sinalizagcdo dependente de proteina G

O mecanismo canbnico de sinalizagdo pelos 7TMRs é a ativacdo da
proteina G ligante de residuos de guanosina. A proteina G é um heterotrimero
composto de subunidades a, B e y (Figura 5). Em humanos e na maioria das
espécies existem mais de 20 subunidades o codificadas por 16 genes, 5
subunidades B codificadas por 5 genes e 12 genes que codificam subunidades vy
(McCudden et al.,, 2005; Oldham e Hamm, 2008). Apesar desta variedade de
subunidades, a classificacdo da proteina G é feita de acordo com o tipo de
subunidade o que ela apresenta. Assim, existem quatro principais grupos de
proteinas G: Gs (Gs e Gor), Gi (Gi1, Giz, Giz, Go, Gtrod, Gt-cone, Ggust € Gz), Gq (Gg, G11,
Gise Gip) € G113 (G12 € Gi3) (McCudden et al., 2005; Oldham e Hamm, 2008).

Quando o receptor esta inativo uma molécula de guanosina difosfato
(GDP) se encontra ligada a subunidade o, mas na formacdo do complexo agonista-
receptor, o GDP se dissocia e em seu lugar a guanosina trifosfato (GTP) se liga e
ativa a subunidade o que se separa de B e y, interagindo com proteinas efetoras
intracelulares, usualmente enzimas e canais i6nicos, localizadas na, ou préximos da
membrana. As subunidades o da proteina G apresentam atividade catalitica e
hidrolisam o GTP, formando GDP. Dessa forma, ao fim da hidrélise, as subunidades
o se reassociam as subunidades B e y e permanecem ligadas ao GDP, retornando

ao estado de repouso (Morris e Malbon, 1999) (Figura 6).
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Figura 5. Estrutura terciaria da proteina G heterotrimérica determinada por
cristalografia com resolucéo de 2.0A. A subunidade o esta representada em verde, a
subunidade B em amarelo e a subunidade y em vermelho. Em azul esta
representada a regido da subunidade o que interage com a subunidade B. O residuo
de guanosina se liga a subunidade o entre o dominio helical e o dominio GTPase.
Em (A), o complexo pode ser visto por baixo do eixo do dominio B-propulsor. Em (B),

0 mesmo complexo foi rotacionado 70° (Lambright et al., 1996).

Figura 6. llustracdo esquematica do ciclo de ativacdo da proteina G. Em (A),
desenho esquemético de uma proteina G inativa ancorada @ membrana e em (B),

proteina G ativa apoés a ligacao do agonista.

Quando ativados, canonicamente, 0s oy-adrenoceptores ativam

preferencialmente a proteina G, levando a hidrdlise de um fosfolipide de membrana,
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o fosfatidil 4,5-bifosfato (PIP,) pela fosfolipase C B (PLCp), resultando na formacéao
dos segundo-mensageiros intracelulares inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e o 1,2-
diacilglicerol (DAG). O IP3 é soluvel e se difunde da membrana plasmatica e ativa
receptores especificos em organelas intracelulares que estocam célcio (Ca*")
promovendo o0 aumento da concentracdo citosélica deste ion. O DAG, que é
insolavel e permanece na membrana plasmética, € responsavel pela ativacdo da
proteina kinase C (PKC) (Berridge, 2009; Marshall et al., 1999), uma enzima que
também é ativada por Ca*' (enzima Ca?'-dependente) e fosforila proteinas-alvo
importantes nas respostas fisiolégicas (Figura 7).

Além da PKC, os trés subtipos de as-adrenoceptores sao capazes de
ativar de forma PKC-dependente alguns membros da familia das proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinase, MAPK) como a ERK
(extracelular signal-regulated protein kinase, em especial as ERK2 e ERK1, também

conhecidas como P*MAPK e P*MAPK) (Hein e Michel, 2007; Koshimizu et al., 2003;

Xiao et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 7. llustracdo esquematica da resposta intracelular candnica desencadeada
pela ativacdo de a,-adrenoceptores. Os aj-adrenoceptores se acoplam as proteinas
Gy ativando a fosfolipase CB (PLC) que cliva o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP>)
levando a formacéao de dois segundos mensageiros: diacilglicerol (DAG) e o inositol-
1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 se difunde ao citoplasma e promove a liberacdo de Ca*
intracelular do reticulo endoplasmatico. O DAG juntamente com o Ca*' ativa a
proteina kinase C (PKC), responsavel por fosforilar outras proteinas intracelulares,

inclusive desencadear cascatas de MAP kinases como a ERK1/2.

1.6.2 Via de sinalizag&do dependente de B-arrestina

Muitos autores preferem nomear os GPCRs de 7TMRs, devido a
capacidade desses receptores promoverem sinalizacdo que independe da proteina
G, através do recrutamento das B-arrestinas (para revisao sobre as B-arrestinas ver

(Shukla et al., 2011)).
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Ha 4 membros na familia das arrestinas: a arrestina visual (arrestina 1) e
arrestina do cone (arrestina 4), cuja expressao € limitada aos bastonetes e cones da
retina; e a B-arrestina 1 (arrestina 2) e a pB-arrestina 2 (arrestina 3) (Figura 8), que
sdo amplamente expressas em todos o0s tipos celulares (Barki-Harrington e

Rockman, 2008; Kohout et al., 2001).

Figura 8. Estrutura tridimensional da B-arrestina determinada por cristalografia com
resolucéo de 1.9A (A) e a ilustracdo esquematica do provavel mecanismo de ligacéo

da pB-arrestina ao receptor (B) (Han et al., 2001).

O papel das p-arrestinas foi primeiramente identificado na
dessensibilizacdo de receptores (Figura 9). A dessensibilizacdo de receptores
depende classicamente de duas etapas sequenciais (Barki-Harrington e Rockman,
2008; Heitzler et al., 2012). A etapa inicial requer a fosforilacdo de residuos de serina
e treonina dos receptores pelas quinases de receptores acoplados a proteina G (G
protein-coupled receptor kinases — GRKs), em especial pelas GRKs 2, 3, 5 e 6 que
sdo amplamente expressas (Zheng et al.,, 2010). As GRK 2 e 3 sao proteinas
citosolicas e parecem requerer o recrutamento pela subunidades Gy da proteina G,
enquanto que as GRKs 5 e 6 sdo proteinas ancoradas a membrana (Reiter et al.,
2012; Zheng et al., 2010). De forma geral, a fosforilacdo pelas GRKs aumenta ainda

mais a afinidade das B-arretinas pelo receptor ativado, apesar de haver evidéncias
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advindas de receptores mutantes de que a fosforilacdo pelas GRKs pode ser
desnecessaria para o recrutamento das B-arrestinas (Heitzler et al., 2012). A ligacéo
das B-arrestinas ao receptor é considerada a segunda etapa da dessensibilizacéo,
pois impede fisicamente a ligacdo do receptor a proteina G. Entretanto, nem sempre
0S receptores recrutam as p-arrestina 1 e B-arrestina 2 de maneira semelhante, e
isto permite a classificacdo dos receptores segundo este recrutamento. Alguns
receptores recrutam com maior afinidade a B-arrestina 2 do que a B-arrestina 1, e
neste caso a ligacdo é transiente, sendo classificados como receptores de classe A.
Outros receptores parecem recrutar ambas as B-arrestinas com mesma afinidade e
com uma ligacdo mais estavel, sendo chamados de receptores de classe B (DeFea,
2011; Kohout et al., 2001; Oakley et al., 2000).

Outro importante papel das B-arrestinas é a internalizagdo ou endocitose
dos 7TMRs (Figura 9). As B-arrestinas funcionam como proteinas adaptadoras que
associam os receptores a maquinaria de endocitose dependente de clatrina. As -
arrestinas se ligam a clatrina através da proteina adaptadora AP-2, que também esta
envolvida na iniciacdo da invaginacdo da membrana plasmaética revestida de clatrina
(Barki-Harrington e Rockman, 2008; Luttrell e Lefkowitz, 2002). A endocitose da
vesicula revestida de clatrina é dependente da dinamina que também se liga ao
complexo da proteina adaptadora AP-2 (Luttrell e Lefkowitz, 2002). Uma vez
internalizado, os 7TMRs sofrem reciclagem para a membrana plasmatica ou
degradacgéo.

As B-arrestinas também atuam como proteina de suporte (scaffold protein)
para outras vias de sinalizag&o. Isto €, a B-arrestina funciona como uma estrutura a
qual outras proteinas de uma cascata de sinalizacdo podem se ligar para aumentar

a sua eficiéncia e/ou especificidade (Hall e Lefkowitz, 2002). Uma das sinaliza¢des
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via B-arrrestina mais estudada é a das MAPKs ERK1/2 (Figura 9). Entretanto, &
importante observar que ha uma diferenca espaco-temporal entre as ERKSs
fosforiladas via B-arrestina e as ERKs fosforiladas por mecanismos dependentes de
PKC (via proteina G), levando a ativagdo de fatores de transcricdo de forma
diferenciada. A fosforilagdo da ERK via proteina G € rapida e é translocada para o
nacleo enquanto a fosforilagdo de ERK via B-arrestina é mais lenta e a kinase é
retida no citosol (Cervantes et al., 2010).

Recentemente foi proposto que as [-arrestinas além de impedir a
formacdo de segundos mensageiros (por impedir fisicamente o acoplamento de
proteinas G), podem atuar como proteina de suporte para fosfodiesterases e
diacilglicerol kinases (DGKs) aumentando a eficiéncia da degradacdo de segundos
mensageiros cAMP e diacilglicerol (DAG), respectivamente (Barki-Harrington e
Rockman, 2008; Shenoy e Lefkowitz, 2011).

A ativacdo de adrenoceptores o, pode levar ao recrutamento de [-
arrestina levando a dessensibilizacdo e internalizacdo dos receptores (Cotecchia,
2010; Garcia-Sainz et al.,, 2000). Entretanto, a o papel das pB-arrestinas como
proteinas de suporte para outras vias de sinalizacdo como as MAPKs ERK1/2 apos
ativacao dos oy-adrenoceptores ainda é pouco explorado (Cotecchia, 2010; DeFea,

2011).
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Figura 9. llustracdo esquemaética do papel das p-arrestinas na dessensibilizacédo e
internalizacdo e sinalizacdo de 7TMRs. ApoOs a formacdo do complexo agonista-
receptor, os receptores séo fosforilados pelas GRKs (GRK2/3 ou GRKs 5/6). As j3-
arrestinas se ligam ao receptor fosforilado impedindo o acoplamento de proteinas G
ao receptor. As p-arrestinas atuam como proteinas adaptadoras se ligando a
maquinaria de endocitose, como a clatrina e a proteina adaptadora AP2. A dinamina
estrangula a vesicula revestida de clatrina internalizando o receptor, que pode sofrer
reciclagem ou degradacdo. A B-arrestina também pode atuar como proteina de

suporte (scaffold proteins) na cascata de MAPKs ERK1/2.
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1.7 Estados conformacionais dos 7TMRSs

Os 7TMRs sdo proteinas com estruturas tridimensionais dinamicas e
flexiveis que apresentam diversas conformagfes, cada uma com uma energia
distinta como resultado de ligagbes quimicas intracelulares e interagBes iGnicas
(Deupi e Kobilka, 2010).

Uma descricdo simples e ilustrativa que ajuda a compreender as
repercussdes da existéncia de multiplas conformacdes do receptor € o Modelo de
“Dois Estados” (ver a perspectiva histérica em Shelley e Cull-Candy (2010) e Leff
(1995)), o qual propde que na auséncia de um ligante (L) os receptores existem em
duas conformacdes em equilibrio: um estado inativo (“off” state) (R) e um estado
ativo (“on” state) (R*). Na presenca de um ligante, dois mecanismos podem ocorrer
para ativar um receptor: inducdo conformacional ou selecdo conformacional. Na
inducdo conformacional, o ligante (L) se liga ao estado inativo (R), forma um
complexo R.L e induz a ativacéo do receptor no complexo R*.L, estabilizando-o0. Na
selecdo conformacional, o ligante (L) se liga preferencialmente e estabiliza a
conformacéao ativa (R*) pré-existente do receptor, formando o complexo R*.L. (Deupi
e Kobilka, 2010; Giraldo, 2004). Nesse modelo, ligantes que estabilizam R* e
deslocam o equilibrio para o estado ativo comportam-se como agonistas; aqueles
gue se ligam indistintamente a R e R* sem resposta mensuravel e que impedem as
acOes dos agonistas sdo chamados de antagonistas; 0s agonistas inversos Sao
ligantes que se comportam como antagonistas quando a atividade constitutiva dos
receptores € pequena, mas que em sistemas com atividade constitutiva mensuravel
esses ligantes se ligam preferencialmente a R, deslocam o equilibrio para o estado

inativo e reduzem a atividade constitutiva (Gesty-Palmer e Luttrell, 2011).
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Entretanto, os receptores ndo se apresentam em apenas dois estados
conformacionais R ou R*. Acredita-se que o0s receptores existam sob diversos
estados conformacionais que podem ser estabilizados de acordo com o ligante
resultando em ativagfes preferenciais de efetores intracelulares como proteinas G
ou B-arrestinas, por exemplo, o que poderia levar a diferentes efeitos farmacoldgicos

intracelulares. (Deupi e Kobilka, 2010; Vaidehi e Kenakin, 2010).

1.8 Teoria da Ocupacéo

Historicamente, foi A.J. Clark quem introduziu a analise quantitativa na
interac&o droga-receptor (Clark (1933) apud Kenakin (2004)). De acordo com Clark a
interacdo entre uma droga A e um receptor R segue a Lei de Acdo das Massas e é
possivel aplicar uma das isotermas de adsor¢do de Langmuir para explicar a
ocupacéao (p) dos receptores. Para Clark, a resposta decorrente da adicdo de uma

droga é diretamente proporcional ao numero de receptores ocupados pela droga.

[A] + [R] efl [A-R] (1]
ke

[A-R] __ [A] [2]
[R:]  [Al+ Ky

Resposta = p =

onde [A] é a concentracdo da droga agonista, Ka (Ka = ko/k;) € a constante de
dissociacao do complexo agonista-receptor no equilibrio, [R{ é a densidade total de
receptores e [A-R] é a concentracdo de complexo droga-receptor.

Para explicar como drogas que apesar de promoverem a ocupacao total

dos receptores ndo sdo capazes de promover respostas maximas, Ariéns introduziu
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uma constante de proporcionalidade a equacdo [2] descrita por Clark, a atividade
intrinseca (&), que descreve a quantidade de resposta promovida por unidade de
complexo droga-receptor formado (Ariens (1954) apud Kenakin (2004)). Entretanto,
Ariéns nao alterou o paradigma de que era necessaria a ocupacdo maxima dos

receptores para a inducao da resposta maxima do tecido.

a X[A-R] a x[A] [3]
[R]  [Al+ K,

Resposta =

onde [A] é a concentracdo da droga agonista, Ka é a constante de dissociacao do
complexo agonista-receptor no equilibrio, [R{] € a densidade total de receptores [A-R]
€ a concentracdo de complexo droga-receptor e « € a atividade intrinseca (Ariens,
1954).

Posteriormente, Stephenson introduziu um parametro chamado estimulo
(stimulus - S) e o importante conceito de eficacia (e) que indica o poder da droga
produzir uma resposta em um tecido (Stephenson, 1956) (Figura 10). Uma vez que a
resposta é uma funcdo do estimulo (S), respostas maximas poderiam ser obtidas
mesmo quando agonistas ocupam uma pequena fracao de receptores. Aléem disso, a
introducdo do conceito S elimina a necessidade da existéncia de uma relacédo linear

entre a ocupacéo do receptor e a resposta.

S_ex[A-R]_ e X [A] [4]
~ [R] [Al+ K

A
Resposta = f(S) = f lﬁl [5]
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onde [A] € a concentracdo do agonista, Kao € a constante de dissociacdo do
complexo agonista-receptor no equilibrio, [R{] é a densidade total de receptores,
[A-R] € a concentracdo de complexo droga-receptor e e é a eficacia (Stephenson,
1956).

Entretanto, a eficacia (e) é um parametro tecido-dependente. Desta forma,
Furchgott introduziu o parametro de eficacia intrinseca (&) que pode ser definida
como a capacidade inerente do agonista de produzir uma resposta a partir de um

Unico receptor ativado (Furchgott, 1966) (Figura 10).

e= ¢ x [R] ou ¢ =1 (6]
A R;
Resposta = f [ ][jl]ij(j ]l [7]

onde [A] é a concentracdo da droga agonista, Ka € a constante de dissociacdo do
complexo agonista-receptor no equilibrio, [R¢] € a densidade total de receptores, e é
a eficacia e ¢ é a eficacia intrinseca.

Assim, de acordo com a Teoria Classica da Ocupacédo dos Receptores, 0
complexo droga-receptor apresenta duas propriedades moleculares que séo
independentes do tipo celular ou tecido onde estdo expressas: a afinidade (Ka) e a

eficacia intrinseca (¢).
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Figura 10. Eficacia pluridimensional em escala celular. O agonista se liga ao
receptor e estabiliza uma conformacéo ativa do receptor (0 receptor se isomeriza)
produzindo uma eficacia intrinseca (&). Essa conformacéo leva a ativacao de vias de
sinalizacao intracelular e a presenca de vérias eficacias associadas a cada uma das
vias de sinalizagdo. Essas varias eficacias podem ser um possivel substituto para a
eficacia intrinseca. A eficacia final da célula é a soma das eficacias obtidas em cada
uma das vias de sinalizacdo e pode ser descrita como sendo a eficacia (e) de
Stephenson (Kenakin, 2009).

1.9 Modelo Operacional

Na década de 1980, um modelo alternativo para mensurar o agonismo foi
introduzido: o Modelo Operacional de Agonismo (Black e Leff, 1983), o qual
dispensa o uso da eficacia na interpretacdo da resposta produzida por um agonista.
Este modelo descreve a funcdo do agonista em termos de dois processos

hiperbdlicos, a interacdo agonista-receptor e a subsequente cascata receptor-
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transducdo de sinal. O Modelo Operacional pode ser descrito pela seguinte

equacgao:

Epmax X T" X [A]n [8]
(Kq + [AD™ + 7 X K,"]

Resposta =

onde Enax representa a resposta maxima possivel do sistema (e ndo do agonista em
guestdo), Ka é a constante de dissociacdo no equilibrio do complexo agonista-
receptor, n é a inclinacdo de transducao, e r representa a eficacia operacional do
agonista.

Essa eficacia operacional z, originalmente denominada de constante de

transducéo, pode ser descrita pela seguinte equacao:

[Re] [9]

onde [R{] é a densidade de receptores e Ke que € uma constante que relaciona uma
guantidade do complexo droga-receptor [A-R] (uma ocupacédo) a producdo de uma
resposta. De certa forma, Ke depende da eficacia intrinseca (&) de um agonista e da
habilidade do sistema em converter um estimulo em resposta (Kenakin et al., 2012).
Assim 7 serve como uma medida da eficacia (e) descrita por Stephenson, pois
depende de componentes intrinsecos do receptor e do tecido.

Por ser muito atil na descricdo da farmacologia funcional do receptor,
esse modelo ganhou aceitacéo devido a facilidade de calcular a eficacia operacional

(7) e a grande dificuldade de se calcular a eficacia intrinseca (&) (Kenakin, 2004).
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1.10 Agonismo tendencioso

Os conceitos iniciais de eficacia descritos na primeira metade do século
passado por Ariéns, Stephenson e Furchgott foram elaborados quando havia poucas
maneiras disponiveis de se medir a ativacdo dos receptores, como por exemplo
observagbes em experimentacdo com tecidos isolados através da medicdo de
respostas contrateis de musculos lisos. Nesta época, acreditava-se que razdes de
poténcias deveriam ser constantes para um determinado receptor e seu conjunto de
agonistas, ja que os efeitos relacionados ao sistema (densidade de receptores,
amplificacéo do sinal gerado pelos agonistas, etc) seriam cancelados e dariam uma
medida de atividade relativa que s6 dependeria da afinidade e da eficacia (Kenakin,
2011). Em outras palavras, acreditava-se que as eficacias dos agonistas se
apresentariam distribuidas de forma linearmente idénticas nas variadas vias de
sinalizacao que resultariam da ativacdo dos receptores.

No entanto, varios ensaios que medem respostas intracelulares
disparadas por um mesmo sistema receptor, como a geracdo de segundos
mensageiros, recrutamento de proteinas acessorias como kinases, B-arrestina, etc,
tém mostrado que as razfes de poténcias e/ou eficacias de agonistas nas varias
vias de sinalizacdo disparadas pela ativagdo do receptor ndo sdo idénticas e isto
estd em desacordo com o0 que o conceito de eficacia linear prevé. Ha varios
exemplos de reversdo de poténcias de agonistas que ndo sdo explicados por
amplificacdo de sinal ou existéncia de receptores de reserva. Em células LLC-PK1
expressando o receptor PACAP (Polipeptideo ativador da adenilato-ciclase pituitaria
— pituitary adenylate cyclase-activating peptide), os agonistas PACAP-27 e PACAP-
28 apresentam reversao de poténcia nas vias de sinalizacdo de cAMP e de inositol

fosfato (Spengler et al., 1993). J& em células U373 expressando receptores de
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guimiocina CCR5, diversos agonistas apresentam reversado de poténcia na formagéo
de inositol fosfato e na internalizacdo (Kenakin et al., 2012). Outros exemplos podem
ser vistos em Gesty-Palmer e Luttrell (2011). Além da reversdo de poténcias, varios
agonistas de receptores 5HT,a € S5HT,c apresentam reversdo nas suas respostas
méximas nas vias de sinalizacdo de inositol fosfato e de liberacdo de &acido
araquidénico (Berg et al., 1998). O mesmo foi observado com diversas drogas
estimulando células HEK293S expressando pi1 e p.-adrenoceptores em suas
capacidades de promover acumulo de cAMP e fosforilagdo de ERK1/2 (Galandrin e
Bouvier, 2006).

Estas reversfes de poténcia ou eficacias ndo sdo condizentes com uma
Unica forma ativa do receptor (R*), mas indicam a existéncia de diversas
conformacdes ativas do receptor sendo que cada conformacdo pode apresentar
perfis de sinalizacdo diferentes (Gesty-Palmer e Luttrell, 2011; Kenakin, 2011).
Dessa forma, foi proposto que a eficdcia de um agonista é pluridimensional, isto €,
ndo existe uma unica eficicia linear para cada par droga-receptor como € proposto
pela Teoria Classica da Ocupacao, mas que existem varias eficacias colaterais para
cada uma das vias de sinalizacdo disparadas pela ativacdo do receptor (Kenakin,
2011; Rajagopal et al., 2011) (Figura 10). Este fenbmeno é por vezes chamado de
eficacia colateral (colateral efficacy), seletividade funcional (functional selectivity),
“agonismo tendencioso” (biased agonism), “agonismo ligante-tendencioso” (ligand-
biased agonism), “sinalizagdo ligante-tendenciosa” (ligand-biased signalling), e se
referem a habilidade de agonistas induzirem e/ou estabilizarem diferentes
conformacdes do receptor, o que leva a modulacédo diferencial das atividades do
receptor (sinalizacdo, fosforilacdo, internalizacdo, etc.); em outras palavras, € o

processo pelo qual um agonista faz com que o receptor expresse alguns, mas nao
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todos, dos seus repertorios de atividades através da célula. Desta forma, um
agonista pode, por exemplo, ativar preferencialmente a via dependente de proteina
G ou dependente da p-arrestina (agonista tendencioso), ou ativar ambos
indistintamente (agonista balanceado) (Figura 11). E importante estudar se agonistas
exibem tendéncia para uma via ao invés da outra devido as importantes implicacdes
na farmacologia, no desenvolvimento de drogas e na terapéutica (Kenakin, 2011,
Whalen et al., 2011).

Com a descoberta da grande importancia das p-arrestinas ndo apenas na
dessensibilizacdo e internalizacdo dos 7TMRs mas também atuando como uma
proteina de suporte para diversas cascatas de sinalizacdo, varios trabalhos
passaram a investigar as eficacias dos agonistas ativarem diferencialmente a via
dependente de proteina G e a dependente de p-arrestina. Por exemplo, foi
descoberto que o carvedilol, uma droga utilizada como antagonista de J3-
adrenoceptores (via proteina Gs e CAMP), é na verdade um agonista tendencioso
para a via de sinalizacdo por B-arrestina (Andresen, 2011). Da mesma forma o
anélogo da angiotensina I, o SIl ([Sar'-lle*-1le®]-Ang Il) também foi um agonista
tendencioso para a via de sinalizagédo por B-arrestina ao se ligar a receptores AT;
(Kendall et al., 2011). Varios exemplos do potencial terapéutico de agonistas que
apresentam tendéncia para a sinalizacdo através da proteina G ou B-arrestina

podem ser vistos em Whalen et al. (2011).
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Figura 11. Sinalizacdo de 7TMRs por via dependente de proteina G ou de B-
arrestina. Em (A), agonista que ativa indistintamente ambas as vias dependentes de
proteina G ou dependente de B-arrestina, ndo apresentando agonismo tendencioso
(ligante balanceado). Em (B), agonista tendencioso para a via de sinalizacéao
dependente de proteina G. Em (C), agonista tendencioso para a via de sinalizacéo

dependente de p-arrestina.
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1.11 Analise de agonismo tendencioso

Uma vez que agonistas podem apresentar eficacias diferentes nas vias de
sinalizacdo resultantes da ativacdo dos seus receptores, € necessario quantificar
farmacologicamente estas eficacias diferenciadas. Serédo revisados abaixo alguns

aspectos tedricos dos principais meétodos de quantificagdo de agonismo

tendencioso.

1.11.1 Gréfico de tendéncia (Bias Plot)

A maneira mais simples de andlise de agonismo tendencioso é pela
comparacao equimolar das vias de sinalizacéo, ou seja, num gréafico cartesiano sao
representadas respostas equimolares das duas vias de sinalizacdo (por exemplo,
mobilizacdo de Ca?' intracelular e internalizacdo) para cada agonista criando um
grafico de tendéncia (bias plot) (Kenakin et al., 2012; Rajagopal et al., 2011). Este

grafico € muito ilustrativo, mas nao permite a quantificacdo do agonismo tendencioso

(Figura 12).
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Figura 12. Exemplo de um grafico de tendéncia para a producao de inositol fosfato
(IP1) e de internalizagdo de CCRS5 apds a estimulagdo com quimiocinas em células
U373 (Modificado de Kenakin et al. (2012)). As curvas representam respostas para
as duas vias de sinalizacdo nas mesmas concentracfes dos agonistas (0 agonista

de referéncia é o CCL3).

1.11.2 Atividade Relativa Intrinseca (RAI)

Uma maneira de quantificar agonismo tendencioso é através da
determinacdo da Atividade Relativa Intrinseca (RAIi) (Ehlert, 2008; Kenakin et al.,
2012; Rajagopal et al., 2011). A estimativa de RAi, de um agonista em relagcdo a um
agonista de referéncia pode ser feita pela seguinte equacédo utilizando-se apenas
valores de efeito maximo (Emax) € de poténcia (concentragdo efetiva a 50%, ECsp),
desde que o coeficiente de inclinagcdo de Hill da curva concentracdo-resposta néo

seja diferente da unidade (1.0):

(Emaxagonista / EC50agonista) _ Emaxagonista X EC50referéncia [10]
(E

MaXreferéncia /EC50referéncia) Mmaxreferéncia X ECso agonista

RAi =
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Baseando-se na RAI, Rajagopal et al. (2011) propuseram uma maneira de
guantificar um fator de tendéncia (f) como uma estimativa de eficdcia de um
agonista em uma via de sinalizacdo “1” versus outra via de sinalizagcdo “2”, em
relacdo a um agonista de referéncia. O fator de tendéncia (f) pode ser calculado

pela seguinte equacéo:

B = log ( RAiyiq ge sinalizagio 1, via de sinalizacio 2; agonista ) [11]

RA Lvia de sinalizagdo 1, via de sinalizagio 2; referéncia

Esta equacéo [11] também pode ser reescrita da seguinte maneira:

,8 _ log (RAi agonista, referéncia; via de sinalizagao 1 > [12]

RAlagonista, referéncia; via de sinalizagio 2

1.11.3 Razbes de 7

Outra abordagem quantitativa usa o Modelo Operacional de Agonismo
(Black e Leff, 1983) para calcular as razbes de “eficiéncias de acoplamento” (7). A
eficiéncia de acoplamento r é composta pela eficacia (¢) e um fator de amplificacao
gue € o mesmo para todos 0s agonistas em um ensaio realizado num mesmo
sistema (Rajagopal et al., 2011). Por isso, supde-se que razdes entre zgonistal Treferéncia
dardo estimativas de &gonista/ Geferencia- (Rajagopal et al., 2011).

A habilidade de um agonista em relacdo a um agonista de referéncia em
ativar as vias de sinalizacdo decorrentes da ativacdo do receptor é denominada

sinalizacao efetiva (oagonista) € pode ser determinada pela seguinte equacao:
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Oagonista = log(z—agonista/Treferéncia) [13]

Segundo Rajagopal et al.,, (2011), o fator de tendéncia S pode ser
calculado como a diferenca dos fatores de sinalizacdo efetiva o, pela seguinte

equacgao:

via de sinalizagdo 1 _ via de sinalizagdo 2 [14]
agonista agonista

'Bagonista = \/E

Entretanto, uma grande limitacdo deste método é utilizar valores de
afinidade determinados no binding (K,) como medida de afinidade para a
determinacdo da eficicia operacional 7, uma vez que a afinidade para cada via de

sinalizacao pode ser diferente (Kenakin et al., 2012).

1.11.3 Razdbes de 7Ka

Outro método de quantificacdo de agonismo tendencioso é baseado em
comparacoes de razdes 7Ka entre agonistas, onde os valores de log(7Ka), também
denominados de “coeficientes de transducao”, representam a “forca” de um dado
agonista em ativar uma via de sinalizacdo em um sistema definido (Kenakin et al.,
2012; Tschammer et al., 2011).

O valor de dlog(7Ka), também denominado de “coeficiente de transducgéo
normalizado”, descreve a eficiéncia relativa do agonista em uma dada via
comparado a um agonista de referéncia e pode ser calculado pela seguinte

equacao:
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Alog(T/KA)agonista/referéncia = log(T/KA)agonista - log(T/KA)referéncia [15]

A partir da subtracdo dos Alog(7Ka) € obtido o fator de tendéncia

AAlog(7Ka) pela seguinte equacao:

AAlog(T/KA) = Alog(T/KA)via de sinalizag¢io 1 — Alog(T/KA)via de sinalizagao 2 [16]

1.11.4 Atividade Relativa Intrinseca (RAi) baseada no Modelo
Operacional.

E interessante notar que a RAi pode também ser calculada usando-se o
Modelo Operacional de Agonismo (Griffin et al., 2007), podendo ser reescrita com a

seguinte equacao:

(Tagonista/KAagonista) _ Tagonista X KAreferéncia [17]

RAi =

(Treferéncia /KAreferéncia) Treferéncia X KA agonista

Portanto o fator de tendéncia (/) (equacéo [12]) baseado na RAIi pode ser

reescrito da seguinte maneira:

[)) = Io <((T/KA)agonista /(T/KA)referéncia )via de sinalizagao 1) [18]
((T/KA)agonista /(T/KA)referéncia )via de sinalizagdo 2

.8 = (lOg (T/KA)agonista - lOg (T/KA)referéncia )via de sinalizacio1 — [19]

(lOg (T/KA)agonista - lOg (T/KA)referéncia )via de sinalizagao 2
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Dessa maneira, pode-se perceber que a equacéo que descreve o fator de
tendéncia (f) (equacdo [19]) é similar a equacdo [16] que calcula o fator de
tendéncia (44 log(#Ka)) proposto por Kenakin e colaboradores (Kenakin et al., 2012;

Tschammer et al., 2011).

1.12 Evidéncias de agonismo tendencioso em oy-

adrenoceptores

A seletividade funcional de agonistas das classes das feniletilaminas e
imidazolinas em duas vias de sinalizacdo por proteinas G diferentes (G4 e Gs) e na
acidificacdo extracelular, um ensaio que reflete a atividade celular total, foi
recentemente descrita em células CHO expressando aja-adrenoceptores humanos
(Evans et al., 2011). Entretanto, ndo ha estudos comparando se agonistas de oy-
adrenoceptores apresentam agonismo tendencioso para a sinalizacdo da proteina
Gy ou da pB-arrestina. Portanto, ha necessidade de estudos comparativos que
determinem as eficacias colaterais dos agonistas nos aja-adrenoceptores e oup-
adrenoceptores em vias de sinalizacdo dependentes de proteina Gy ou de pB-

arrestina.
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2. Objetivo

2.1 Objetivo Geral:

Investigar se agonistas de oy-adrenoceptores mais comumente utilizados
das classes das feniletilaminas (noradrenalina, dopamina, fenilefrina e metoxamina)
e imidazolinas (A61603, oximetazolina e nafazolina) apresentam agonismo
tendencioso para a mobilizacdo de [Ca?']i ou internalizacéo de a;a-adrenoceptores e

azg-adrenoceptores humanos recombinantes expressos em células HEK293.

2.2 Objetivos especificos:

e Quantificar o agonismo tendencioso oia- € aig-adrenoceptores pela
determinacao das “razdes de transducao” 7K, (Kenakin et al., 2012; Tschammer et
al., 2011), e pelas razbes das “eficiéncias de acoplamento” r (Rajagopal et al., 2011)
e comparar a tendéncia estimada por cada um destes métodos.

e Investigar repercussdes funcionais do agonismo tendencioso em o;-
adrenoceptores.

e Comparar as ‘“eficacias” de agonistas de oj-adrenoceptores em

receptores humanos recombinantes e nativos do rato.

41




Material ¢ Métodos



MATERIAL € METODOS

3. Material e métodos

3.1 Cultura de Células HEK?293

Células derivadas do rim embrionario humano (HEK293) foram mantidas
em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) com 1 mM piruvato de soédio,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (v/v), 10 mg/l de estreptomicina e
100 U/ml de penicilina a 37° C em atmosfera umidificada (5% CO,). Placas de 100
mm confluentes foram subcultivadas (divididas) numa razéo de 1:3. Cada diviséo foi

considerada uma “passagem”.

3.2 Vetores e Amplificacao de DNA plasmidial por Maxiprep

Os vetores pDT contendo a sequéncia que codifica 0s aya-adrenoceptores
ou oyg-adrenoceptores humanos marcados com hexahistidina (HHHHHH) e Flag
(DYKDDDDK) na porcao N-terminal (Vicentic et al., 2002); (Pupo e Minneman, 2003)
foram gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Kenneth P. Minneman (King Abdullah
University of Science and Technology, Arabia Saudita).

Bactérias E.coli DH5a competentes foram transformadas por
eletroporagdo com os plasmideos de interesse. Apds o crescimento das bactérias
transformadas em meio LB com antibiotico apropriado (ampicilina) foi realizado a
colheita e lise das bactérias e a purificacdo do DNA plasmidial em larga escala por
Maxiprep (HiSpeed Plasmid Maxi kit, Qiagen). A concentracdo de DNA plasmidial
extraida foi determinada por absorbancia a 260 nm e adicionalmente a razéo
260/280 foi utilizada para determinar a pureza do DNA em espectrofotometro

Nanodrop (Thermo Scientific).
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3.3 Transfecgdes

Para os ensaios de mobilizacdo de Ca®" intracelular ([Ca*i) e de
internalizacdo, as células HEK293 foram transfectadas por Lipofectamina®
(Invitrogen) com os vetores pDT contendo a sequéncia que codifica 0S aya-
adrenoceptores (20 ug) ou oaug-adrenoceptores (24 pg) humanos marcados com
hexahistidina (HHHHHH) e Flag (DYKDDDDK) em sua porcao N-terminal e células
estavelmente transfectadas foram selecionadas com 400 (a;g-adrenoceptores) a 800
ug/ml (oza-adrenoceptores) de geneticina (G-418) e utilizados até a décima

passagem.

3.4 Preparacao de Membrana das células HEK293

Para a preparacdo de membranas, as células HEK293 expressando
estavelmente 0s oua-adrenoceptores ou oyg-adrenoceptores foram coletadas em
solugéo salina gelada tamponada com fosfatos (20 mM NaPO,, 154 mM NacCl, pH
7.6), homogeneizadas com Ultra-Turrax, centrifugados a 30000 x g, 4°C por 20 min,
e ressuspensas em tampdo A (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4). Esse
procedimento foi repetido e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford usando albumina bovina como padrdo (Bradford, 1976). A
preparacdo de membrana foi ressuspensa numa concentracdo de 1 mg de
proteina/ml de tampao A e utilizadas imediatamente ou armazenadas em freezer —

80°C para utilizacao posterior.
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3.5 Ensaio de ligacdo com o radioligante [*H]prazosin em

preparacdes de membrana de células HEK293

As eficiéncias das transfec¢fes das células HEK293 com os vetores pDT
contendo a sequéncia que codificam 0s aja-adrenoceptores ou ajg-adrenoceptores
humanos foram determinadas através da quantificacdo dos sitios de ligacéo
especifica por andlise da saturacdo da ligacdo do radioligante [*H]prazosin em
preparacdes de membrana destas células. Para os experimentos de saturacdo da
ligacdo especifica do radioligante seletivo de os-adrenoceptores [*H]prazosin, foi
preparada uma solucdo estoque de proteinas divida em duas partes. Uma, para a
ligacdo total, e a outra para ligacdo ndo-especifica, a qual foi determinada na
presenca de fentolamina 100 uM. Aliquotas de proteinas foram entdo distribuidas
nos tubos de ensaio (100 pl), e em seguida foram colocadas as diferentes
concentracdes de [*H]prazosin (20-2000 pM) em 100 ul de PBS, obtendo assim, um
volume final de 200 pl em cada tubo. Os tubos foram incubados a 25°C durante 60
minutos. O [*H]prazosin ligado foi separado daquele livre por filtragdo a vacuo em
membrana de fibra de vidro (Whatman GF/C) pré-encharcada com 0.1% de solucao
BSA (por 30 minutos) utilizando-se um coletor de células Brandell acoplado a bomba
de véacuo. Os filtros foram lavados com aproximadamente 4 ml de tampéo Tris-HCI
(pH 7.4) gelado. As membranas de fibra de vidro foram secas por duas horas e
entdo transferidas para frascos aos quais foram adicionados 4 ml de liquido de
cintilacéo (OptiPhase “HiSafe” 3, PerkinElmer) e homogeneizados em vortex. Foram
esperados no minimo 30 minutos antes da leitura. A radioatividade contida nas
membranas de fibra de vidro foi quantificada em um contador de cintilagao (Liquid
Scintillation Analyzer — 1900 TR — Packard, PerkinElmer). Estes experimentos de

saturacao permitiram estimar a capacidade maxima de ligacdo (Bwax, densidade de
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sitios de ligagcdo/mg de proteina) e o Kp que reflete a afinidade do radioligante pelo
receptor através da andlise de regressdo ndo-linear utilizando o software GraphPad
Prism (versdo 5.00 para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia,
EUA).

As afinidades dos agonistas de aj-adrenoceptores (as feniletilaminas
(noradrenalina, fenilefrina, metoxamina e dopamina), imidazolinas (A61603,
oximetazolina e nafazolina) foram determinadas através da analise da competicao
dessas drogas por sitios de ligacdo especifica do radioligante [*H]prazosin em
preparacdes de membrana das células HEK293. Para realizacdo dos ensaios de
competicao pela ligacédo do radioligante pelos agonistas de oy-adrenoceptores foram
utilizados tubos de ensaio contendo preparacfes de membrana (10 ug de proteina)
em 50 ul de PBS. Foram entdo adicionados 50 ul de concentragbes crescentes do
agonista a ser testado. Apds 5 minutos, foi adicionado 100 ul da concentracéo de
[*H]prazosin semelhante ao seu valor de Kp obtido nos ensaios de saturacéo para
cada subtipo de aj-adrenoceptores, de tal forma que se obtivesse um volume final
de 200 ul em cada tubo. Para determinar a ligacéo total, em um tubo adicionou-se a
preparacao de membrana e o [*H]prazosin e para a ligacdo ndo-especifica, em um
tubo adicionou-se a proteina e o [°H]prazosin na presenca de fentolamina (100 uM).
Os tubos foram incubados a 25°C durante 60 minutos.

Todos os experimentos com o radioligante [°H]prazosin foram realizados
em duplicata em preparacfes de membrana de células HEK293 expressando 0sS aa-
adrenoceptores ou a,g-adrenoceptores.

Os experimentos de competicdo permitiram estimar a constante de
dissociacdo no equilibrio (K;) de cada agonista, calculada através da equacdo de

Cheng-Prusof (Cheng e Prusoff, 1973):
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K, = [Cso [20]

(1 + ([RadioléiDgante]D

onde, o ICsp é a concentragcdo molar da droga ndo-marcada que inibe a ligacdo do
radioligante em 50%, [Radioligante] é a concentracdo molar da droga radioativa
utilizada e o Kp € a constante de dissociacdo no equilibrio do radioligante. Todos os
dados dos experimentos de competicdo da ligacdo especifica do radioligante
[*H]prazosin foram analisados por regressdo nao-linear pelo software GraphPad
Prism (versdo 5.00 para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego, California,

EUA).

3.6 Mobilizacdo de concentracdes intracelulares de Ca**

([Ca*1i) induzida por agonistas de a;-adrenoceptores

Os ensaios para deteccdo de [Ca®']i se baseiam na utilizac&o do indicador
fluorescente de Ca®* FLUO-4 NW (Invitrogen) que apés ser incorporado pela célula
sofre clivagem dos grupos acetoximetil por esterases intracelulares se tornando um
fluoréforo ativo e sensivel a aumentos nos niveis de [Ca®]i (Gee et al., 2000).
Células HEK293 expressando 0s aja-adrenoceptores ou ayg-adrenoceptores (30 mil
células/poco) em 100 ul de meio DMEM suplementado com 10% SFB e
estreptomicina/penicilina foram cultivadas em placas de 96 pocos com paredes
pretas e fundo transparente (ViewPlate-96, PerkinElmer) pré-tratadas com poli-D-
lisina, overnight. O meio DMEM foi entdo removido e as células lavadas com PBS

sem Ca** e sem Mg?* (200 pl de PBS (8g/l NaCl; 0.2g/l KCI; 0.2g/l KH,PO,; 2.16g/l
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Na,HPO,4.7H20). As células foram incubadas com 100 ul do indicador fluorescente
de Ca®" FLUO-4 NW (Invitrogen) reconstituido em tampdo HBSS (8g/l NaCl; 0.4g/l
KCI; 0.14g/l Cacly; 0.1 MgCl,.6H,0; 0.1g/l MgS0O,4.7H,0; 0.06g/l KH,PO4; 2.169/l;
0.35¢g/l NaHCOg3; 0.048g/l Na,HPO,; 1g/l glicose) com 20mM HEPES e adicionado
probenecida 2.5 mM por 1h15 min a 37°C. A probenecida solivel em agua, um
inibidor do transportador de anions organicos dependente de ATP, foi adicionada
para inibir a extrusdo do indicador fluorescente (Poot et al., 1996). Células
carregadas com este indicador fluorescente de Ca®" n&o requerem lavagem para
remocdo de excesso de indicador ndo incorporado. ApGs a adicdo de 90ul de
tampdo HBSS com 20mM HEPES as placas foram inseridas no leitor de microplacas
Synergy 4 (Biotek) e 10 ul dos agonistas de aj-adrenoceptores foram adicionados
aos pocos por dispensadores para mensuracdo de fluorescéncia apds excitacdo a
485 nm (filtro 485/20 nm) e emissao a 525 nm (filtro 516/20 nm). As medidas de
fluorescéncia foram realizadas a cada 4 segundos, sendo que pelo menos trés
medidas foram realizadas para determinacdo da fluorescéncia basal e apds a
dispensacdo do agonista pelo menos onze medidas foram realizadas para a
determinacao do perfil da curva.

Adicionalmente, foram realizados ensaios para avaliar a capacidade da
noradrenalina e oximetazolina promoverem taquifilaxia em células HEK293
expressando oyg-adrenoceptores. As células foram cultivadas em placas de 96
pocos paredes pretas e fundo transparente (ViewPlate-96, PerkinElmer) (30 mil
células/poc¢o) num volume de 100 pl, overnight. O meio DMEM foi entdo removido e
as células lavadas com PBS sem Ca* e sem Mg®* e estimuladas com
noradrenalina, oximetazolina ou veiculo (Tris base 50mM, pH 7,4) pelo tempo

desejado. As células foram lavadas novamente com PBS e incubadas com 100 pl do
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indicador fluorescente de Ca?* FLUO-4 NW contendo probenecida 2.5 mM por 1h15
min a 37°C. As etapas seguintes sdo as mesmas dos ensaios descritos
anteriormente.

Os dados obtidos nos ensaios cinéticos de de [Ca®*]i foram apresentados
como (Fluorescéncia maxima — Fluorescéncia basal)/Fluorescéncia basal e as
curvas concentragao-resposta foram normalizadas como porcentagem da resposta

maxima induzida pelo agonista de referéncia noradrenalina.

3.7 Internalizacdo dos aja- OU oyg-adrenoceptores em

células HEK293 induzido por agonistas de a;-adrenoceptores

A internalizacdo dos aj-adrenoceptores de superficie celular foi
guantificada por quimiluminescéncia do anticorpo monoclonal anti-FLAG M2
conjugado a peroxidase. Células HEK293 transfectadas estavelmente com oua-
adrenoceptores ou oyg-adrenoceptores humanos marcados com epitopo FLAG na
porcdo N-terminal foram cultivadas em placas de 96 pocos de paredes brancas
(CulturPlate-96, Perkin Elmer) pré-tratadas com poli-D-lisina, a uma densidade de 30
mil células/po¢co num volume de 100 pul de meio DMEM suplementado com 10% SFB
e estreptomicina/penicilina, overnight. No momento do experimento, as células foram
lavadas com 200ul de PBS e tratadas com 100 ul dos agonistas de o;-
adrenoceptores diluidos em Tris base 50 mM, pH 7,4 por diferentes periodos a 37°C.
Apés a estimulagdo, as células foram lavadas 2 vezes com 200 ul de PBS e entéo
fixadas com 100 ul de paraformaldeido 4% em PBS gelado por 20 min a temperatura
ambiente. A seguir as células foram lavadas 5 vezes com 200 ul de PBS por 5 min

sob agitacdo suave e incubadas com 200 ul de tampao de bloqueio (2% leite
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desnatado em PBS, pH 7.4) por 30 min e incubadas por 90 min sob agitagcdo suave
a temperatura ambiente com anticorpos anti-FLAG M2 conjugados a peroxidase
(diluicdo 1:1000), o qual reconhece o epitopo FLAG presente na por¢cao N-terminal
do ay-adrenoceptor. Ao final da incubacdo com o anticorpo, as placas foram lavadas
5 vezes com 200 ul de PBS por 5 min sob agitacdo suave. As ceélulas foram
incubadas com reagente quimiluminescente ECL (Pierce ECL Western Blotting
Substrate, Thermo Scientific) por 15 segundos e imediatamente inseridas no leitor de
microplacas Synergy 4 (Biotek) para mensuracdo de luminescéncia (filtro de
emissdo: 460/40), a qual esta relacionada aos receptores localizados na superficie
celular.

Os dados dos experimentos de internalizacdo de receptores de superficie
foram normalizados considerando-se como 0% de internalizacdo o sinal proveniente
de células HEK293 transfectadas com os ay-adrenoceptores mas ndo estimuladas
com 0s agonistas, e a internalizagdo maxima (ou 100% de internalizacao) foi
considerada como o sinal obtido com as células HEK293 néo transfectadas, cuja
luminescéncia reflete a ligagdo do anticorpo Anti-FLAG M2 a antigenos

inespecificos.

3.8 Analise do agonismo tendencioso

Foram utilizados diferentes métodos para a andlise do agonismo

tendencioso, 0s quais seréo revistos a seguir.

3.8.1 Anédlise qualitativa do agonismo tendencioso
Para a comparacdo equimolar, dados de um Unico agonista em dois

ensaios diferentes (mobilizacdo de [Ca*]i e internalizacdo) nas mesmas
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concentracfes foram locados um contra o outro para criar um grafico de tendéncia

(bias plot) (Kenakin et al., 2012; Rajagopal et al., 2011).

3.8.2 Anédlise quantitativa do agonismo tendencioso (Modelo
Operacional)

Para quantificar o agonismo tendencioso, os efeitos dos agonistas na
mobilizacdo de [Ca®']i e na internalizacéo foram ajustados ao Modelo Operacional
de Agonismo (Black e Leff, 1983), de acordo com a equagédo [8] descrita na

Introducéo desta tese.

3.8.2.1 Razbes de t

O método proposto por Lefkowitz e colaboradores (Rajagopal et al., 2011)
€ baseado em razdes de “eficiéncias de acoplamento” (7). Esses valores de 7z foram
obtidos pela equagédo do Modelo Operacional, mas os valores de Ky dos agonistas
foram substituidos pelos valores de K, obtidos nos ensaios de competicdo da ligacéo
especifica do radioligante [*H]prazosin, tal como recomendado (Rajagopal et al.,
2011). A sinalizacado efetiva (o) foi determinada segundo a equacéo [13] descrita na
Introducdo desta tese. O fator de tendéncia g foi calculado como a diferenca dos

fatores de sinalizacao efetiva, segundo a equacao [14] da Introducéo desta tese.

3.8.2.1 Razdes de 1/Ka
O método proposto por Kenakin e colaboradores (Kenakin et al., 2012;
Tschammer et al., 2011) é baseado em comparacbes de razBes wKa entre
agonistas, onde os valores de log(7Ka) foram calculados através de uma

reparametrizacéo da equacéo do modelo operacional (Evans et al., 2011):
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Epax — basal) X TR™ x [A]"
Resposta = basal + Emax ) 4] L4l [21]
[A]* X TR™ (1 + K_>n
A

onde Enax € a resposta maxima do sistema, basal € o sinal medido na auséncia do
agonista, Ko é a constante de dissociacdo no equilibrio, n é a inclinacdo de
transducédo e o TR (transduction ratio ou razdo de transducao) é a razao 7KA.

Os valores de 4log(7Ka) foram calculados de acordo com a equacgao [15]
e o fator de tendéncia A44log(7Ka) foi calculado de acordo com a equacao [16], que
foram descritas na Introducéo desta tese.

Um tutorial sobre a aplicagdo do Modelo Operacional de Agonismo e a

determinacao dos fatores de tendéncia € apresentado no Apéndice A desta tese.

3.9 Experimentos de contracdo de musculos lisos de rato

As eficacias dos agonistas foram determinadas em experimentos de
contragcdo do ducto deferente de rato (respostas mediadas pela ativagcao de oa-
adrenoceptores) e baco de rato (respostas mediadas pela ativacdo de oup-
adrenoceptores) (Burt et al., 1995; Lima et al., 2005).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
para o Uso Animais de Experimentacdo da UNESP — Botucatu (protocolo n® 031/05-
CEEA). Ratos Wistar machos adultos (16 a 20 semanas de idade, 260 a 380g) foram
decapitados em guilhotina e os tecidos selecionados foram cuidadosamente
retirados e preparados para o registro digital de contracbes isométricas como se
segue: o ducto deferente (por¢céo epididimal), baco (hemi-secc¢des) foram limpos de

tecidos aderentes e montados em camaras musculares de 10 ml sob tensao 6tima
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de 9.8 mN em solucdo nutriente com a seguinte composicéo (mM): NaCl 138; KCI
5.7, CaCl, 1.8, NaH,PO4 0.36, NaHCO3; 15, dextrose 5.5, (para o ducto deferente);
NaCl 119, KCI 4.7, CaCl, 2.5, KH,PO4 1.2, MgSO,4 1.2, NaHCO3; 25, dextrose 5.5,
(para baco) preparada em &gua destilada e deionizada e mantida a 30°C (ducto
deferente) ou 37°C (baco), pH 7.4, continuamente borbulhada com mistura de
95%0,/5%C0O,. Todos o0s experimentos foram feitos na presenca de um coquetel de
inibidores contendo cocaina (6 uM), corticosterona (10 uM), ioimbina ou idazoxan (1
uM) e propranolol (0.1 uM) para bloquear a captacdo neuronal, extraneuronal, e -
e B-adrenoceptores, respectivamente (Lima et al., 2005). Curvas concentracao-
resposta cumulativas foram construidas pela adicdo de concentracdes crescentes da

dos agonistas (Besse e Furchgott, 1976).

3.9.1 Modelo operacional aplicado aos ensaios de contracao

O coeficiente de transducao log(7Ka) obtida nos ensaios de mobilizacéo
de [Ca’]i e de internalizacdo obtidas nos células HEK293 expressando
estavelmente 0s  oya-adrenoceptores ou  oyg-adrenoceptores  humanos
recombinantes foram comparados ao log(#Ka) obtido nos ensaios de contracéo do
ducto deferente de rato que expressam nativamente 0s aja-adrenoceptores e do
baco de rato que expressam nativamente 0s ojg-adrenoceptores.

Para obtencao da razéo log(#Ka), onde log(#7Ka) = logz - logKa, 0s dados
obtidos em ensaios de contracdo foram submetidos ao Modelo Operacional (Black e
Leff, 1983). Para os ligantes testados que se comportaram como agonistas totais
nos ensaios de contracdo do ducto deferente e do baco de rato, o logz e o logKa de
cada agonista total foram calculados pelo método de deplecdo de receptores. Tal

método baseia-se na comparacdo curvas concentracao-resposta de um agonista
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total antes e apos a alquilacado parcial dos receptores. Assim, 0s agonistas totais
foram comparados antes e apds o tratamento com fenoxibenzamina 10 nM por 15
minutos para ducto deferente de rato e fenoxibenzamina 10 uM por 30 minutos. Para
0S agonistas testados que se comportaram como agonistas parciais, suas curvas
concentracdo-resposta foram comparadas ao agonista total de referéncia, a
noradrenalina para a obtencao dos logz e logKa.

Os dados de agonistas totais obtidos nos ensaios de contracdo foram
analisados por regressdo nao-linear pelo software GraphPad Prism (versao 5.00

para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego, California, EUA).

3.10. Drogas e reagentes

CaCly; KCI; KH,POg4; MgCly; MgSO4; NaCl; Na;HPO,4; NaHCO3. NaOH;
NaPO,: Merck (Brasil); A61603 hydrobromide: N-[5-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2yl)-2-
hydroxy-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-1-yljmethanesulfonamide), Tocris (E.U.A);
Acido fosforico, Dinamica (Brasil); Ampicilina: Ampicillin Trihydrate, USB (E.U.A);
Azul de coomassie: Coomassie brilliant blue G-250, Amresco (E.U.A); Cocaina:
Cocainum Hidrocloricum puriss., C.H. Boehringer Sohn; Cortisona: Cortisone
acetate, Cruz Vermelha (Brasil); DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Cultilab (Brasil); DMSO: Dimethyl Sulfoxide, Sigma (E.U.A); Dopamina: Dopamine
hydrochloride, Sigma-Aldrich (E.U.A.); EDTA: EDTA di-Sodium Salt, Biosolve, Paises
Baixos; Etanol: Alcool etilico, Dindmica (Brasil); ECL: Pierce ECL Western Blotting
Substrate, Thermo Scientific (E.U.A); Estreptomicina/Penicilina, Sigma (E.U.A.);
Fenilefrina: Phenylephrine hydrochloride, RBI (E.U.A); Fentolamina: Phentolamine
mesylate, RBI (E.U.A); Geneticina: Geneticin (G418 Sulfate), Invitrogen (E.U.A);

HEPES: HEPES free acid, Biosolve (Paises Baixos); HiSpeed Plasmid Maxi Kit,
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Qiagen (E.U.A); Idazoxan: Idazoxan HCI, Sigma-Aldrich (E.U.A.); Lipofectamina®
LipofectaminT'\’I 2000 Transfection Reagent, Invitrogen (E.U.A.); Liquido de cintilacéo:
Liquid Scintillation Cocktail OptiPhase “HiSafe” 3, PerkinElmer (E.U.A); Metoxamina:
Methoxamine hydrochloride, Sigma (E.U.A); Nafazolina: Naphazoline HCI, Cruz
Vermelha (Brasil);] Noradrenalina: (-)-Norepinephrine(+)- bitartrate salt hydrate,
Sigma-Aldrich (E.U.A); Oximetazolina: Oxymetazoline hydrochloride, RBI (E.U.A);
Paraformaldeido (PFA): Paraformaldehyde, Sigma (E.U.A.); poli-L-lisina: poly-L-
lysine solution, Sigma (E.U.A); Prazosin: Prazosin Hydrochloride, RBI (E.U.A); [*H]-
prazosin: [7-methoxy->H]Prazosin, GE Healthcare (E.U.A.); Propranolol: (dl)-

Propranolol hydrochloride, RBI (E.U.A); Soro fetal bovino, Sigma (E.U.A.).

3.11. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como meédia + erro padrao da média (epm)
de 3 a 4 experimentos. Diferencas entre valores médios foram investigadas pelo
teste t de Student pareado ou ndo, ou ANOVA seguida de Newman-Keuls ou
Dunnett para comparacdes multiplas usando o programa GraphPad Prism (versao
5.00 para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego, California, EUA).
Diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes

quando p <0.05.

54




Resullados



RESULTADOS

4. Resultados

4.1 Expressao dos a;a- € ag-adrenoceptores em células

HEK293

A caracterizacdo farmacolégica dos oya-adrenoceptores e ayp-
adrenoceptores expressados estavelmente em células HEK293 foi feita por ensaios
de saturacdo e de competicdo da ligacdo especifica do radioligante [*H]prazosin.
N&o houve ligacdo especifica do [*H]prazosin em preparacdes de membrana de
células HEK293 ndo transfectadas, indicando que estas células ndo possuem a;-
adrenoceptores enddgenos.

A Figura 13 mostra curvas de saturacdo da ligacdo especifica do
radioligante [*H]prazosin em preparacdo de membrana de células HEK293
expressando estavelmente aya-adrenoceptores (Figura 13A) e ayg-adrenoceptores
(Figura 13B). A andlise da saturacéo da ligacéo especifica do [*H]prazosin resultou
em Bwax (densidade expressa como fmol/mg de proteina) e Kp (pM) para oya-
adrenoceptores 2750 + 102.8 e 584.5 + 55.41 e para ayg-adrenoceptores 2753 +

124.7 e 651.2 + 72.35, respectivamente.
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Figura 13. Curvas de saturacdo de ligacdo especifica do [*H]prazosin em
preparacao de membrana de células HEK293 expressando oya-adrenoceptores ou
azg-adrenoceptores. Cada simbolo representa a média e a linha vertical, quando

maior que o simbolo, e.p.m. de 3 experimentos.

As constantes de dissociacdo (Kp) estimadas para o [*H]prazosin em
preparacdes de membranas células HEK293 transfectadas com os plasmideos pDT
codificando oya- Ou agg-adrenoceptores sao condizentes com aquelas esperadas
para a ligacdo do radioligante em oy.adrenoceptores (Arcos et al., 2003; Arias-
Montano et al., 1999).

As estimativas de afinidade (pK)) das feniletilaminas e imidazolinas em
ensaios de competicdo pela ligacdo especifica do [*H]prazosin as preparacdes de
membrana de células HEK293 transfectadas com aja-adrenoceptores ou oyg-
adrenoceptores sdo mostrados na Tabela 1. Estes valores foram utilizados no
Modelo Operacional para o célculo posterior do “fator de tendéncia” B segundo
Rajagopal et al. (2011). Notar que as feniletilaminas fenilefrina e metoxamina e as
imidazolinas A61603, oximetazolina e nafazolina mostraram seletividade por oa-

adrenoceptores.
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Tabela 1. Afinidades (pK,) dos agonistas de aj-adrenoceptores em oa- € oip-
adrenoceptores humanos recombinantes obtidas em ensaios de competicdo pela

ligacdo especifica do radioligante [*H]prazosin.

aia-adrenoceptores azg-adrenoceptores
Noradrenalina 51+0.1 47+0.1
Dopamina 3.7+0.1 3.2+0.1
Fenilefrina 52+0.1 3.8+0.3
Metoxamina 46+0.4 3.0x0.1
A61603 75+0.1 48+0.1
Oximetazolina 6.8+0.2 52x0.1
Nafazolina 6.6 +0.3 59+0.1

Valores foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a 4
experimentos. Os coeficientes de Hill (Hill slope) das curvas de inibicdo n&o diferiram
da unidade tedrica prevista para a competicdo por um Unico sitio de ligacao, bem
como os melhores ajustes das curvas de inibicdo foram encontrados nas analises de

competicdo por um sitio em comparacao as de dois sitios.

4.2 Mobilizacdo de [Ca®]i induzida por agonistas de ay-

adrenoceptores

Para ilustracdo, a Figura 14 mostra um ensaio cinético tipico de
mobilizacdo de [Ca®']i apés a administracdo de noradrenalina (3 nM a 10 uM) a
células HEK293 expressando estavelmente ajg-adrenoceptores humanos
recombinantes. A mobilizagdo de [Ca*]i ap6s administracdo de noradrenalina foi
rapida e concentracao-dependente. Tal perfil de resposta também foi encontrado em
células HEK293 expressando estavelmente aja-adrenoceptores, mas nao em células
HEK293 n&o transfectadas, onde a noradrenalina ndo induziu mobilizacéo de [Ca®']i

indicando que estas células ndo possuem a,-adrenoceptores endoégenos funcionais.
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Figura 14. Ensaio cinético tipico de mobilizacdo de [Ca®']i apds estimulacdo de
células HEK293 expressando estavelmente ayg-adrenoceptores humanos
recombinantes com noradrenalina (3 nM a 10 uM). A seta indica o momento da

administracao de noradrenalina.

A Figura 15 mostra curvas concentracao-resposta para mobilizacdo de
[Ca®]i em células HEK293 (30 mil células/poco) expressando a;-adrenoceptores
humanos recombinantes estimuladas com as feniletilaminas noradrenalina,
dopamina fenilefrina e metoxamina (Figura 15A, para 0s aya-adrenoceptores e
Figura 15B para os ajg-adrenoceptores) e as imidazolinas A61603, oximetazolina e
nafazolina (Figura 15C, para 0s oya-adrenoceptores e Figura 15D para 0S oig-
adrenoceptores). Todos 0s agonistas mobilizaram [Ca?']i em células HEK293
expressando 0s aya-adrenoceptores (Figuras 15A e 15C) e as feniletilaminas
dopamina, fenilefrina e metoxamina e a imidazolina A61603 foram agonistas totais
em relacdo a noradrenalina, enquanto que as imidazolinas oximetazolina e
nafazolina foram agonistas parciais (Tabela 2). Contudo, em células HEK293

expressando 0s aig-adrenoceptores, nenhuma das imidazolinas mobilizou [Ca*']i
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(Figura 15D), mas as feniletilaminas dopamina e fenilefrina foram agonistas totais e
a metoxamina foi um agonista parcial em relagdo a noradrenalina (Figura 15B,
Tabela 2). As ordens de poténcia das feniletilaminas e imidazolinas na mobilizagc&o

de [Ca2+]i em células HEK293 expressando oia- € agg-adrenoceptores sao

mostradas abaixo da Tabela 2.
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Figura 15. Curvas concentragao-resposta para as feniletlaminas (A e B) e
imidazolinas (C e D) na mobilizacao de [Ca®]i em células HEK293 expressando os
aza-adrenoceptores (A e C) ou ayg-adrenoceptores (B e D), (30 mil células/pogo em
placa de 96 pocos). Cada simbolo representa a média e a linha vertical quando
maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4 experimentos independentes. Os

dados foram normalizados para as respostas maximas da noradrenalina.
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Tabela 2. Poténcia (pECsp), resposta maxima (Emax) € atividade intrinseca () para
agonistas de aj-adrenoceptores nos ensaios de mobilizacdo de [Ca®']i em aia- €

ag-adrenoceptores humanos recombinantes.

aia-adrenoceptores azg-adrenoceptores

Noradrenalina PECso 8.03 +0.04 7.14 + 0.09
Emax 97.8+ 1.7 97.3+2.38
a 1.00 1.00
Dopamina PECso 5.35 + 0.06 5.23 +0.20
Emax 92.0+3.1 90.0+7.3
a 0.94 0.89
Fenilefrina PECso 7.29+0.10 7.16 +£0.11
Emax 85.8+34 101.3+4.0
a 0.88 1.04
Metoxamina PECso 6.89 + 0.09 5.17 + 0.17
Emax 89.6 + 3.5 65.8 + 3.8
a 0.92 0.68
A61603 PECso 9.71+0.13 n.d.
Emax 97.9+45 n.d.
a 1.00 n.d.
Oximetazolina PECso 8.28 + 0.07 n.d.
Emax 499+1.3 n.d.
a 0.51 n.d.
Nafazolina PECso 7.70+0.13 n.d.
Emax 61.1+29 n.d.
a 0.63 n.d.

Valores sdo apresentados como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a 4
experimentos independentes. O coeficiente de Hill (Hill slope) das curvas nao diferiu

da unidade tedrica (1.0).

ORDEM DE POTENCIA (ANOVA seguida de Newman-Keuls p<0.05):

aza-adrenoceptores: A61603% > Oximetazolina” = Noradrenalina”® > Nafazolina® >

Fenilefrina® > Metoxamina® > Dopaminaf

asg-adrenoceptores: Fenilefrina® = Noradrenalina® > Dopamina® = Metoxamina® >

A61603° ~ Oximetazolina® ~ Nafazolina®
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4.3 Internalizacao dos a;a- € agg-adrenoceptores induzida

por agonistas de a;-adrenoceptores

Na busca de otimizacao da ligacédo especifica do anticorpo Anti-FLAG M2
conjugado a peroxidase, as densidades de células, as titulacbes e tempos de
incubacédo do anticorpo, as condi¢des de fixacdo das células com paraformaldeido e
de lavagem dos anticorpos nao ligados foram definidas em ensaios preliminares
(dados ndo mostrados). Uma vez definidas estas condi¢des (30 mil células/poco em
placa de 96 pocos, diluicdo do anticorpo 1:1000 e 90 minutos de incubacdo e 5
passos de lavagem sob agitacdo suave), o tempo de estimulacdo dos oua € ogg-
adrenoceptores em células HEK293 necessario para a maxima internalizacdo apoés a
adicdo de noradrenalina foi determinado. O curso temporal da internalizacédo de aya
e oyg-adrenoceptores induzida pela noradrenalina (10 ou 100 uM) é mostrado na
(Figura 16). Os oyg-adrenoceptores foram internalizados mais rapidamente que 0s
azia-adrenoceptores apos a adicdo de noradrenalina, e enquanto a internalizacao
maxima dos ajg-adrenoceptores foi observada apds ~30 min, a dos oya-
adrenoceptores foi observada apdés ~50 min. Para a construgdo de curvas

concentracéo-resposta foi escolhido o tempo de 60 min.
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Figura 16. Curso temporal da internalizagéo de osa- € asg-adrenoceptores induzida
pela noradrenalina (10 ou 100 uM) em células HEK293 transfectadas com oya- Ou
azg-adrenoceptores humanos recombinantes (30mil células/po¢co em placa de 96
pocos). A luminescéncia foi detectada apds a incubacdo e lavagem de anticorpos
anti-FLAG M2 conjugados a peroxidase (1:1000). Cada simbolo representa a média
e a linha vertical quando maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4
experimentos. Os asteriscos representam diferencas significativas dos tratamentos
temporais em relacdo ao controle no tempo zero (ANOVA seguida de Dunnett,
**p<0.01, **p<0.001).

A Figura 17 mostra curvas concentragcdo-resposta para a internalizacao
dos ay-adrenoceptores humanos recombinantes expressos em ceélulas HEK293 apos
a estimulacao por 60 min com as feniletilaminas noradrenalina, dopamina fenilefrina
e metoxamina (Figura 17A, para os oya-adrenoceptores e Figura 17B para 0S oup-
adrenoceptores) e as imidazolinas A61603, oximetazolina e nafazolina (Figura 17C,
para os aa-adrenoceptores e Figura 17D para 0s asg-adrenoceptores).

Todos os agonistas internalizaram aja- € agg-adrenoceptores humanos
recombinantes estavelmente expressos em células HEK293 (Figura 17, Tabela 3).

As feniletilaminas e imidazolinas investigadas se comportaram como agonistas totais
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na internalizacdo dos aja-adrenoceptores em relacdo a noradrenalina. Contudo, as
imidazolinas oximetazolina e nafazolina foram agonistas parciais em relacdo a
noradrenalina na internalizacdo dos ajg-adrenoceptores (Figura 17, Tabela 3). As
ordens de potencias das feniletilaminas e imidazolinas na internalizagdo dos oa- €
asg-adrenoceptores sdo mostradas abaixo da Tabela 3. E importante observar que
as feniletilaminas e imidazolinas ndo apresentaram a mesma ordem de poténcia na
mobilizacdo de [Ca*i (Tabela 2) e na internalizacdo (Tabela 3). Isso € um forte
indicio de que ha ligantes que apresentam agonismo tendencioso nos subtipos aa-

e azg-adrenoceptores.
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Figura 17. Curvas concentracdo-resposta das feniletilaminas (A e B) e imidazolinas

(C e D) para internalizacéo de aya-adrenoceptores (A e C) ou a;g-adrenoceptors (B e

D) humanos recombinantes expressos em células HEK293 (30mil células/poco em

placa de 96 pocos). A luminescéncia foi detectada apds a incubacédo e lavagem de

anticorpos anti-FLAG M2 conjugados a peroxidase (1:1000).

Cada simbolo

representa a média e a linha vertical quando maior que o simbolo representa o

e.p.m. de 3 a 4 experimentos.
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Tabela 3. Poténcia (pECsp), internalizacdo maxima (Emax) € atividade intrinseca ()

para agonistas de oj-adrenoceptores para os ensaios de internalizacdo em oya- €

azg-adrenoceptores humanos recombinantes.

aa-adrenoceptores

ayg-adrenoceptores

Noradrenalina PECso 9.86 + 0.30 6.80+0.16
Emax 55.1 +5.5 64.4 +3.5
a 1.00 1.00
Dopamina PECso 9.88 + 0.48 4.20+0.48
Emax 55.9+9.9 61.8 +13.8
a 1.01 0.96
Fenilefrina PECso 7.04 +0.41 7.42 +0.26
Emax 481+ 7.3 79.1+5.9
a 0.87 1.23
Metoxamina PECso 8.52 +0.52 4.63 +0.88
Emax 52.3+13.1 705+ 27.0
a 0.95 1.10
A61603 PECso 8.28 + 0.57 6.82 + 0.27
Emax 55.3+9.0 78.5+8.8
a 1.00 1.22
Oximetazolina PECso 9.85+0.35 7.91+0.35
Emax 50.8 +5.9 30.8+2.9
a 0.92 0.48
Nafazolina PECso 8.20 + 0.30 8.00 + 0.52
Emax 540+4.2 28.6 +5.2
a 0.98 0.44

Valores sdo apresentados como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a 4
experimentos. O coeficiente de Hill (Hill slope) das curvas néo diferiu da unidade

tedrica (1.0).

Ordem de poténcia (ANOVA seguida de Newman-Keuls (p<0.05)):
aza-adrenoceptores: Dopamina® = Noradrenalina® = Oximetazolina® > Metoxamina®
~ A61603° = Nafazolina® > Fenilefrina®

asg-adrenoceptores: Nafazolina® = Oximetazolina® = Fenilefrina® > A61603° =

Noradrenalina® > Metoxamina® =~ Dopamina®
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4.4 Andlise qualitativa do agonismo tendencioso

A comparagcdo das curvas concentracdo-resposta para cada um dos
agonistas utilizados das classes das feniletilaminas e das imidazolinas em dois
ensaios diferentes, o de mobilizacdo de [Ca®']i e o de internalizacdo para aia-
adrenoceptores e ayg-adrenoceptores podem ser vistas no Apéndice B. Essas
curvas foram utilizadas para a comparacao equimolar, onde os dados dos dois
ensaios com um Unico agonista nas mesmas concentracdes foram confrontados
para criar um grafico de tendéncia (bias plot) para aia-adrenoceptores (Figura 18A) e

asg-adrenoceptores (Figura 18B).

Este grafico mostra uma mistura de tendéncia do agonista e do sistema. A
tendéncia de um sistema (system bias) se refere a quao bem acopladas as duas vias
de sinalizacdo estdo em uma célula. (Kenakin, 2012). Isto € observado na curva do
agonista de referéncia, o agonista endégeno noradrenalina que apresenta-se nao
como uma reta, mas inclinada em direcdo a uma das duas vias de sinalizacéo
(Figura 18). Embora seja simples, esta analise € meramente qualitativa, isto €, ndo é

possivel quantificar a tendéncia para uma ou outra via de sinalizacao.
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Figura 18. Gréafico de tendéncia (bias plot) para as feniletilaminas noradrenalina,
dopamina, fenilefrina e, metoxamina e para as imidazolinas A61603, oximetazolina e
nafazolina calculado através da comparacdo equimolar de um mesmo agonista em
duas vias de sinalizacéo diferentes. As curvas representam respostas para ensaios
de mobilizacdo de [Ca®']i e de internalizagdo mensurados em células HEK293

expressando oya-adrenoceptores (A) e ayg-adrenoceptores (B).
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4.5 Andlise quantitativa do agonismo tendencioso

A andlise qualitativa apresentada anteriormente apontou agonismo
tendencioso de feniletlaminas e imidazolinas em aya-adrenoceptores e agg-
adrenoceptores. Entretanto, este tipo de analise apesar de ilustrativo ndo permite
quantificacdo e por isso ha a necessidade de utilizar-se de métodos quantitativos de

andlise de agonismo tendencioso.

4.5.1 Razdes de 7

Para o célculo dos valores de 7, os dados dos ensaios de mobilizagéo de
[Ca®]i e de internalizacéo foram analisados pelo Modelo Operacional de Agonismo
de Black e Leff (segundo a equacgédo [8] descrita na Introducdo desta tese), porém
usando os valores de K, obtidos nos ensaios de competicdo da ligacao especifica do
radioligante como estimativas de Ka, de acordo com o proposto por Lefkowitz e
colaboradores (Rajagopal et al., 2011). A raz@o entre zagonista € Treferéncia Mostrada na
Tabela 4 foi utilizada para calcular a sinalizacao efetiva (o) para ambas as vias, a
qual é mostrada na Tabela 5. A sinalizacdo efetiva (o) de cada agonista na
mobilizacdo de [Ca*li e na internalizacdo foi comparada a sinalizacéo efetiva (o) da
noradrenalina, designada agonista de referéncia por ser um ligante endégeno dos
oz-adrenoceptores (Figuras 19). O fator de tendéncia () foi calculado a partir das
diferencas de sinalizacdo efetivas (Tabela 5) e a expressdo grafica € mostrada na

Figura 20.
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Tabela 4. Valores de logz obtidos pelo modelo operacional (valores de K, (obtidos
em ensaios de ligacdo especifica com radioligante) foram utilizados como valores de
Ka) nos ensaios de mobilizacdo de [Ca*']i e de internalizacdo para agonistas de aa-

e agg-adrenoceptores humanos recombinantes.

aia-adrenoceptores azg-adrenoceptores

Mobilizacdo de Internalizacdo Mobilizagdo de Internalizagéo

[Ca®]i [Ca®"]i
Noradrenalina 2.87 £ 0.07 4.77 +0.28 2.43 £0.09 1.75+0.31
Dopamina 1.65+0.08 6.23 £ 0.29 2.02+0.15 0.71+0.33
Fenilefrina 1.88 £ 0.08 1.65+0.39 3.36 £0.16 3.59+0.34
Metoxamina 2.17 £0.08 3.85+0.30 2.16 £0.24 1.43+0.31
A61603 2.17 £ 0.07 1.04+£0.31 n.d. 1.94 £0.33
Oximetazolina 0.43 £ 0.07 3.02+0.28 n.d. -0.02 £ 0.27
Nafazolina 0.47 £ 0.07 1.65+0.42 n.d. -0.09 £ 0.26

Valores de logr estéo representados como a média + epm dos agonista testados.
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Figura 19. Comparacao da sinalizacao efetiva (o) das feniletilaminas e imidazolinas
na mobilizacdo de [Ca®']i e internalizacdo de oys-adrenoceptores (A) e og-
adrenoceptores (B). A linha que transpassa a intersecgdo abscissa-ordenada

representa a sinalizacdo balanceada.
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Figura 20. Fatores de tendéncia (f) das feniletlaminas e imidazolinas na

mobilizacdo de [Ca*]i e internalizacdo de oua-adrenoceptores (A) e oug-
adrenoceptores (B). O simbolo * representa diferenca estatistica dos agonistas em
relacdo ao agonista de referéncia noradrenalina (p<0.05). O simbolo * indica a

preferéncia exclusiva do agonista para a via para selecionada.

71




RESULTADOS

4.5.2 Razdes de 7Ka

Para o célculo dos valores de 7Ka, 0s dados dos ensaios de mobilizacéo
de [Ca®]i e os de internalizacdo foram analisados pelo modelo operacional de
agonismo de Black e Leff, reparametrizado (equacgéo [21] do Material e Métodos
desta tese) segundo Evans et al. (2011). No entanto, diferente da analise proposta
por Lefkowitz e colaboradores (Rajagopal et al., 2011), os valores de K; ndo foram
utilizados como estimativas das afinidades dos agonistas (Ka), de acordo com o que
é recomendado por Kenakin e colaboradores (Kenakin et al., 2012). O coeficiente de
transducao log(7Ka)agonista OU “razéo de transdug&o” mostrado na Tabela 6 foi usado
para calcular o coeficiente de transducdo normalizado Alog(7K,) em cada via de
sinalizacao (Tabela 7). Similarmente ao que foi feito para sinalizacao efetiva (o), 0os
valores de 4log(7Ka) determinados para cada agonista em ambas as vias de
sinalizacdo foram comparados aquele do agonista de referéncia, a noradrenalina
(Figura 21). O fator de tendéncia (44log(7Ka)) foi calculado a partir das diferencas

de Adlog(7Ka) (Tabela 7) e a representacdo grafica € mostrada na Figura 22.
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Tabela 6. Coeficiente de transducao log(7Ka) obtidos pelo modelo operacional (sem
utilizar os valores de K, (obtidos em ensaios de ligacdo especifica com radioligante)
como valores de Ka) nos ensaios de mobilizacdo de [Ca®']i e de internalizacéo para

agonistas de aia- € ag-adrenoceptores humanos recombinantes.

aia-adrenoceptores azg-adrenoceptores

Mobilizacdo de Internalizagdo Mobilizacdo de Internalizagao

[Ca®]i [Ca®"]i
Noradrenalina 7.99 £0.05 9.85+0.32 7.12 £0.08 6.78 £ 0.27
Dopamina 5.43+0.08 9.90+0.33 5.15+0.12 4.03+0.43
Fenilefrina 7.21+£0.08 6.90 £ 0.50 7.08£0.14 7.40 £ 0.26
Metoxamina 6.87 £ 0.08 8.45+ 0.37 5.08 £0.19 452 +0.34
A61603 9.67 + 0.06 8.29+041 n.d. 6.79 £ 0.25
Oximetazolina 7.99+0.14 9.85+0.34 n.d. 7.56 + 0.59
Nafazolina 7.50+0.11 8.23+0.49 n.d. 7.45 % 0.58

Valores de log(7Ka) estdo representados como a média = epm dos agonistas

testados.
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Figura 21. Comparacdo de 4log7Ks das feniletlaminas e imidazolinas na

mobilizacdo de [Ca®]i e internalizacdo de aia-adrenoceptores (A) e oug-
adrenoceptores (B). A linha que transpassa a intersec¢do abscissa-ordenada

representa a sinalizagao balanceada.
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Figura 22. Fatores de tendéncia (44log7Kya) das feniletilaminas e imidazolinas na
mobilizacdo de [Ca®]i e internalizacdo de aia-adrenoceptores (A) e oug-
adrenoceptores (B). O simbolo * representa diferenca estatistica dos agonistas em
relacdo ao agonista de referéncia noradrenalina (p<0.05). O simbolo * indica a

preferéncia exclusiva do agonista para a via para selecionada.
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4.6 Repercussodes funcionais do agonismo tendencioso da

oximetazolina em ayg-adrenoceptores em células HEK293

Uma vez que as imidazolinas foram virtualmente incapazes de mobilizar
de [Ca®'li em células HEK293 expressando o0s aig-adrenoceptores, mas
internalizaram esses receptores, foi investigada a capacidade da oximetazolina
dessensibilizar a,g-adrenoceptores humanos recombinantes. A Figura 23 mostra um
ensaio cinético de mobilizagdo de [Ca®li por diferentes concentraces de
noradrenalina em células HEK293 expressando estavelmente o;g-adrenoceptores e
as respectivas curvas concentracdo-resposta ap0s tratamento com noradrenalina 30
uM ou oximetazolina 30 uM por 30 minutos.

A exposicao prévia das células HEK293 expressando ayg-adrenoceptores
a noradrenalina (30 uM por 30 minutos) ou oximetazolina (30 uM por 30 minutos)
diminuiu a mobilizacdo de [Ca®']i induzida pela noradrenalina, mostrando que a

noradrenalina e a oximetazolina dessensibilizam oyg-adrenoceptores recombinantes,

como indicado pelo deslocamento a direita nas curvas concentragdo-resposta da

noradrenalina e oximetazolina (Tabela 8).
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Figura 23. Ensaio cinético de mobilizacdo de [Ca®']i apds estimulacdo com
noradrenalina 0.1 uM (A), 1 uM (B), 10 uM (C) e 100 uM (D) em células HEK293
expressando estavelmente ojg-adrenoceptores, e em (E), as respectivas curvas
concentragdo-resposta apos tratamento com noradrenalina 30 uM ou oximetazolina
30 uM por 30 minutos. Cada simbolo representa média e a linha vertical quando

maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4 experimentos.
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Tabela 8. Poténcia (pECsp), internalizacdo maxima (Emax) € atividade intrinseca ()
para noradrenalina apés tratamento para os ensaios de mobilizacdo de [Ca*]i em

ag-adrenoceptores humanos recombinantes.

Veiculo Noradrenalina 30 Oximetazolina 30
uM/30 minutos uM/30 minutos
PECso 6.98 + 0.15 6.41 + 0.18* 6.38 + 0.16*
Emax 80.114 + 3446 49.891 + 2402*** 70.622 £+ 3429
a 1.00 0.62 0.88

Valores sdo apresentados como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a 4
experimentos independentes. O coeficiente de Hill (Hill slope) das curvas nao diferiu
da unidade tedrica (1.0). O simbolo * representa diferenca estatistica dos
tratamentos em relacdo ao controle (veiculo) (ANOVA com teste a posteriori
Dunnett, ***p<0.001).

4.7 Repercussoes funcionais do agonismo tendencioso da
oximetazolina em ayg-adrenoceptores nativos de baco de rato

Uma vez que a oximetazolina e a noradrenalina dessensibilizaram 0s op-
adrenoceptores em células HEK293, foi investigado se essas drogas
dessensibilizam os og-adrenoceptores do bago de rato.

A Figura 24 mostra curvas concentragdo-resposta consecutivas da
noradrenalina e da oximetazolina nas contragdes do baco de rato e as respectivas
poténcias e respostas maximas sdo mostradas na Tabela 9. Pelo menos trés curvas
concentracdo-resposta consecutivas para noradrenalina no baco de rato
apresentaram poténcias e resposta maximas semelhantes. Entretanto, ndo foi
possivel construir curvas concentracao-resposta consecutivas de oximetazolina, uma
vez que o baco ndo contraiu apdés uma segunda ou terceira exposicdo a este

agonista.
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Figura 24. Curvas concentragdo-resposta consecutivas de noradrenalina ou
oximetazolina no baco de rato resultante da ativacdo de ayg-adrenoceptores. Cada

simbolo representa média e a linha vertical quando maior que o simbolo representa
0 e.p.m. de 4 experimentos.

Tabela 9. Poténcia (pECsp), resposta maxima (Emax) € atividade intrinseca («) para
feniletilamina noradrenalina e a imidazolina oximetazolina na contracdo do baco de

rato (efeito resultante da ativacéo de o,g-adrenoceptores nativos).

Curvas consecutivas

Curva 1 Curva 2 Curva 3
Noradrenalina pECs 5.00 £ 0.06 4.93 £ 0.07 4.88 £ 0.06
Emax 92.44 + 2.07 100.30 + 2.86* 107.80 £ 2.47**
a 1.00 1.09 1.17
Oximetazolina pECso 4.19 + 0.06 Inativa Inativa
Emax 30.30+£2.14 Inativa Inativa
a 0.33 Inativa Inativa

Valores sdo apresentados como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a 4
experimentos. O simbolo * representa diferenca estatistica das curvas consecutivas
(ANOVA com teste a posteriori Newman-Keuls, *p<0.05, **p<0.01).
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Uma vez que houve intensa taquifilaxia nas contracdes induzidas pela
oximetazolina em curvas concentracao-resposta consecutivas, foi investigado se a
oximetazolina induz taquifilaxia nas respostas contrateis do baco de rato a
noradrenalina. A Figura 25 mostra curvas concentragdo-resposta de noradrenalina
45 min apos o tratamento do bago de rato com noradrenalina 100 uM (por 15 e 30
minutos) (Figura 25A) ou oximetazolina 100 uM (por 5 e 15 minutos) (Figura 25B). O
tratamento prévio com noradrenalina 100 uM por 5 ou 30 minutos ndo modificou a
curva concentracao-resposta de noradrenalina (Figura 25A, Tabela 10). Entretanto, o
tratamento prévio com oximetazolina 100 uM por 15 minutos promoveu taquifilaxia
na curva concentracao-resposta de noradrenalina (Figura 25B, Tabela 10). Nao
houve taquifilaxia quando o tratamento prévio com oximetazolina 100 uM por 15
minutos foi realizado na presenca de prazosin 10 nM, indicando que este efeito da
oximetazolina depende da ativacao de a;g-adrenoceptores (Figura 26, Tabela 10).

Portanto, apesar de se comportar como um fraco agonista parcial nas
contracdes do baco de rato, oximetazolina dessensibilizou os a;g-adrenoceptores

deste tecido.

80




RESULTADOS

A Noradrenalina 100 uM
1257 Tratamento: A
__100-{ —* Veiculo
S -= Nor 100 pM/15min
g 77 - Nor 100 uM/30min
§ 50
(&)
04
25-
0- n
9 8 -7 6 5 4 -3
log [Noradrenalina] M
B Oximetazolina 100 uM
1257 Tratamento:
- 1004 -®— Veiculo [
S -= Ox 100 puM por 5min
b 7 - 0x 100 uM por 15min
8 50-
(&)
x
25-
0- [ |

9 8 7 6 5 4 3
log [Noradrenalina] M

Figura 25. Curvas concentracao-resposta de noradrenalina no baco de rato (o4g-
adrenoceptores) pré-tratado com veiculo, noradrenalina 100 uM ou oximetazolina
100 uM. Em (A), curvas concentracdo resposta de noradrenalina apds tratamento
por 5 ou 30 minutos de noradrenalina 100 uM. Em (B), curvas concentracao-
resposta de noradrenalina apés tratamento por 5 ou 15 minutos de oximetazolina
100 uM. Cada simbolo representa média e a linha vertical quando maior que o

simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4 experimentos.
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Figura 26. Curvas concentracdo-resposta de noradrenalina antes e ap0s tratamento
por 15 minutos de oximetazolina 100 uM na auséncia e na presencga de prazosin 10

nM pré-incubado por 30 minutos. Cada simbolo representa média e a linha vertical

quando maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4 experimentos.
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Tabela 10. Poténcia (pECsp), resposta maxima (Emax) € atividade intrinseca («) para

feniletilamina noradrenalina apds tratamento com noradrenalina 100 puM ou

oximetazolina 100 uM obtidos em ensaios de contracdo de baco de rato (ous-

adrenoceptores nativos).

Tratamento

Noradrenalina

Oximetazolina

Oximetazolina 100

100 uM 100 uM uM + Prazosin 10
nM/45min

Veiculo PECso 4,91 £ 0.08 5.21+0.04 5.23+0.09
Emax 93.27 +2.81 91.12 +1.43 93.3+2.81
a 1.00 1.00 1.00

5 minutos PECso 4.79 £ 0.07 4.93 + 0.06** n.d.
Emax 108.6 + 3.13* 91.31 +2.03 n.d.
a 1.16 1.00 n.d.

15 minutos  pECso n.d. 4.74 £ 0.06%** 5.17 +0.06
Emax n.d. 71.66 £ 1.74*** 9453 +2.13
o 0.79 1.01

30 minutos  pECsp 490 +0.10 n.d. n.d.
Emax 116.9 + 4.51** n.d. n.d.
a 1.25 n.d. n.d.

Valores séo apresentados como media + erro padrédo da média (e.p.m.) de 3 a 4

experimentos O simbolo *

representa diferenca estatistica dos tratamentos

temporais em relacao ao controle (veiculo) (ANOVA com teste a posteriori Dunnett,
*p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001).
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4.8 Comparagao do Log(#K,) de agonistas de -
adrenoceptores em receptores nativos do rato e humanos

recombinantes

As ‘“eficacias” das feniletilaminas e imidazolinas em oua- € aug-
adrenoceptores nativos do rato foram estimadas em estudos das contracdes
induzidas por estas drogas no ducto deferente e baco, tecidos cujas contracbes em
resposta a agonistas adrenérgicos sdo mediadas pela ativacdo de oua- € agg-
adrenoceptores, respectivamente (Burt et al., 1995; Lima et al., 2005).

A Figura 27 mostra curvas concentracdo-resposta das feniletilaminas e
imidazolinas no ducto deferente (Figura 27A e Figura 27C) e baco de rato (Figura
27B e Figura 27D). As respectivas poténcias e respostas maximas estdo mostradas
na Tabela 11. Todas as feniletilaminas se comportaram como agonistas totais no
ducto deferente em relacdo a noradrenalina. Entretanto, as imidazolinas
oximetazolina e nafazolina foram agonistas parciais, enquanto que o A61603 foi um
agonista total em relacdo a noradrenalina. Ja no baco de rato, das feniletilaminas,
apenas a noradrenalina e a fenilefrina foram agonistas totais, enquanto que a
dopamina e a metoxamina foram virtualmente incapazes contrair este tecido; das
imidazolinas, o A61603 e a oximetazolina foram agonistas parciais em relacdo a

noradrenalina e a nafazolina foi virtualmente incapaz de contrair este tecido.
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Figura 27. Curvas concentracdo-resposta das feniletilaminas (A e B) e imidazolinas
(C e D) nas contracfes do ducto deferente (a1a-adrenoceptores) (A e C) e baco de
rato (ayg-adrenoceptores) (B e D). Cada simbolo representa a média e a linha
vertical quando maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 5 experimentos. Os

dados foram normalizados para as respostas maximas da noradrenalina.
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Tabela 11. Poténcia (pECsp), resposta maxima (Emax) € atividade intrinseca («) para
agonistas de oy-adrenoceptores nas contracbes do ducto deferente (oua-

adrenoceptores) e baco de rato (oyg-adrenoceptores).

Ducto Deferente de Rato
(a1a-adrenoceptores)

Baco de Rato
(a1g-adrenoceptores).

Noradrenalina PECso 7.00 £ 0.04 5.19 + 0.04
Emax 101.9+1.7 94.3+1.5
a 1.00 1.00
Dopamina PECso 4.90+£0.13 n.d.
Emax 111.7 £5.3 n.d.
o 1.07 n.d.
Fenilefrina PECso 6.70 £ 0.06 4.88 + 0.04
Emax 101.7+ 2.2 100,0+1.8
a 1.00 1.06
Metoxamina PECso 5.99 + 0.05 n.d.
Emax 106.7 £ 2.6 n.d.
a 1.04 n.d.
A61603 PECso 8.25+ 0.05 5.13+0.16
Emax 1039+ 2.1 72.77+5.9
a 1.02 0.73
Oximetazolina PECso 6.78 £ 0.08 4.83+0.34
Emax 36.4+1.47 188+ 2.4
o 0.33 0.20
Nafazolina PECso 6.46 + 0.07 n.d.
Emax 47.3+1.4 n.d.
o 0.48 n.d.

Valores sdo apresentados como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de 3 a5

experimentos. O coeficiente de Hill (Hill slope) das curvas néo diferiu da unidade

(1.0).

Ordem de poténcia (ANOVA seguida de Newman-Keuls (p<0.05)):

Ducto deferente de rato: A616032 > Noradrenalina® > Oximetazolina® = Fenilefrina® >

Nafazolina® > Metoxamina® > Dopamina’

Baco de rato: Noradrenalina®

A61603°% =

Dopamina®= Metoxamina® = Nafazolina”

Fenilefrina®

Oximetazolina® >>
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As Figura 28 e 29 mostram as curvas concentracao-resposta dos
agonistas de ay-adrenoceptores no ducto deferente de rato (Figura 28) e bacgo de
rato (Figura 29) das quais os valores de logr e logKa foram derivados segundo o
modelo operacional de Black e Leff e posteriormente utilizados para o calculo do
coeficiente de transducao log(7Ka) (Tabela 12). Os coeficientes de transducao
log(7KA) determinados em ensaios de contracao de ducto deferente e bago de rato
foram comparados aqueles obtidos em ensaios de mobilizacdo de [Ca®]i ou
internalizacdo de aya-adrenoceptores e ajg-adrenoceptores recombinantes
expressos em células HEK293 (Figura 30). E interessante notar que houve forte
correlacdo entre os log(#Ka) determinados na mobilizacdo de [Ca?']i pelos de aia-
adrenoceptores recombinantes e na contracdo do ducto deferente de rato, mas ndo
houve correlacdo quando os valores determinados nos ensaios de contracao foram
comparados com aqueles determinados na internalizacdo. Entretanto, ndo houve
clara correlacdo entre os log(7K,) determinados na mobilizacédo de [Ca®']i ou de

internalizacdo de a,g-adrenoceptores e as respostas contrateis do baco de rato.
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Figura 30. Comparacao do coeficiente de transducéo log(7Ka) para feniletilaminas e
imidazolinas para a mobilizacéo de [Ca®']i ou internalizacdo de aia-adrenoceptores
(A e B) e ayg-adrenoceptores (C e D) vs. coeficiente de transducéo log(7Ka) obtidos
em ensaios de contracdo de ducto deferente de rato (A e B) e baco de rato (C e D).

A linha representa uma correlacao perfeita entre as razoes testadas.
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5. Discussao

O presente trabalho investigou se drogas comumente utilizadas como
agonistas de oy-adrenoceptores (as feniletilaminas noradrenalina, dopamina,
fenilefrina, metoxamina, e as imidazolinas A61603, oximetazolina e nafazolina)
comportam-se como agonistas tendenciosos na mobilizacdo de [Ca®'li e na
internalizacdo de oia- € oyg-adrenoceptores. A mobilizacdo de [Ca®']i e a
internalizacdo refletem a capacidade destas drogas ativarem a proteina Gq ou
recrutarem outras proteinas acessorias, como a B-arrestina, respectivamente.

O agonismo tendencioso é caracterizado por reversfes de ordem de
poténcias e/ou de eficacias de drogas nas diferentes vias de sinalizacédo disparadas
pela ativagcdo de seus receptores (Gesty-Palmer e Luttrell, 2011; Kenakin e
Christopoulos, 2011). No presente estudo, houve reversdes nas ordens de poténcias
e/ou de eficacias de algumas feniletilaminas e imidazolinas na mobilizacdo de [Ca®']i
e na internalizacdo de asa- € aug-adrenoceptores. Em células HEK293 expressando
aia-adrenoceptores humanos recombinantes, a dopamina foi =479 vezes menos
potente do que a noradrenalina na mobilizacéo de [Ca*]i (Tabela 2), mas ambos os
agonistas foram equipotentes na internalizacdo destes receptores (Tabela 3).
Também chama a atencéo o fato de que o A61603 foi 247 vezes mais potente que a
noradrenalina na mobilizacdo de [Ca®']i em células HEK293 expressando osa-
adrenoceptores (Tabela 2), porém foi =38 vezes menos potente que a noradrenalina
na internalizacdo (Tabela 3). Ja em células HEK293 expressando oyg-
adrenoceptores humanos recombinantes, houve claras reversdes de eficacias, uma

vez que as imidazolinas foram virtualmente incapazes de mobilizar [Ca?']i (Tabela

2), mas internalizaram os ag-adrenoceptores (Tabela 3).
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O grafico de tendéncia (bias plot), o qual compara efeitos produzidos
pelas mesmas concentracfes de um agonista em dois ensaios diferentes, foi Util
para visualizar o agonismo tendencioso de algumas feniletilaminas e imidazolinas
em relacdo ao agonista de referéncia, a noradrenalina (ver Figura 18). Entretanto,
apesar de mostrar a relagdo entre os agonistas e as respectivas vias de sinalizacgéo,
ndo é possivel quantificar numericamente num gréfico de tendéncia a seletividade
funcional de um agonista frente uma ou outra via de sinalizacdo, tampouco é
possivel avaliar estatisticamente as diferencas observadas em relacdo ao agonista
de referéncia. Portanto, € necessaria uma abordagem quantitativa para a avaliacao
do agonismo tendencioso. Desta forma, foram empregados dois métodos
guantitativos descritos na literatura, o de Rajagopal et al. (2011) e o de Kenakin et al.
(2012).

Um dos métodos quantitativos propostos, o de Rajagopal e
colaboradores, utiliza-se do célculo de um fator de tendéncia (f) baseado na
atividade relativa intrinseca (RAI) de Ehlert (Griffin et al., 2007) e requer apenas 0s
valores de Enax € ECsp obtidos nas curvas concentragao-resposta dos agonistas nos
respectivos ensaios, desde que o coeficiente de inclinacdo das curvas nao seja
diferente da unidade tedrica (Rajagopal et al., 2011). Entretanto, como
log[(Emax)/(ECs0)] € 0 equivalente operacional de log(7Ka) (Griffin et al., 2007), a
equacao que descreve o fator de tendéncia S ao ser reescrita utilizando-se o modelo
operacional de Black & Leff (1983) resulta numa equacdao semelhante aquela
descrita por Kenakin e colaboradores para o célculo do fator de tendéncia
AAlog(7Ka).

Ambos os métodos de quantificacdo de agonismo tendencioso em aa-

adrenoceptores (fator f e Adlog(#Ka)) apontaram que a dopamina apresenta
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seletividade funcional para a internalizagdo e que a fenilefrina e o A61603
apresentam seletividade funcional para a mobilizacdo de [Ca*']i. No entanto, o valor
absoluto das tendéncias calculadas por ambos os métodos (107 e 1044°9(7KA)
(Kenakin et al., 2012) diferiu sensivelmente. Estes valores de tendéncia absoluta
mostram que a dopamina foi =79 (razdes de 7) ou =479 (razbes de 7K,) vezes mais
ativa na internalizacdo do que na mobilizacdo de [Ca*']i. O mesmo é observado para
0 A61603 , 2138 (razbes de 7) ou 1072 (razbes de 7Ka), e a fenilefrina, =32 (razdes
de 7) ou 135 (razdes de 7K,) vezes mais ativos na mobilizacéo de [Ca**]i do que na
internalizacdo. A razdo matematica para esta grande diferenca vem da divisdo do
fator de tendéncia p pela 2 no modelo descrito por Rajagopal et al., (2011). A
divisdo pela 12 resulta do célculo da distancia entre a localizacdo do agonista teste e
a linha da identidade (ou balanceada) que transpassa a intersec¢ao entre 0s eixos
da abscissa e da ordenada do grafico cartesiano de sinalizacdes efetivas (o) (ver o
exemplo da Figura 19).

Apesar de ambos os métodos de quantificacdo da tendéncia discutidos
acima discriminarem 0s mesmos agonistas tendenciosos, ha algumas desvantagens
na utilizacdo de razbes de 7, como por exemplo, a necessidade de ensaios de
ligacdo com radioligantes para determinar os valores de K, que serdo utilizados
como “substitutos” dos valores de afinidade Ka dos agonistas ao receptor e a
diferenca marcante no valor de tendéncia absoluta resultante da divisdo pela 2.
Apesar da semelhancga entre as equacdes que descrevem o fator de tendéncia fe o
AAlog(7Ka), € importante reconhecer que, conceitualmente, é preferivel quantificar o
agonismo tendencioso utilizando o modelo operacional e o fator de tendéncia
AAlog(7Kp) ao invés das medidas e do fator de tendéncia (f), pois esta ultima forma

desconsidera a possibilidade de que a afinidade do agonista pelo receptor em cada
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uma das vias de sinalizacdo pode diferir em raz&o da natureza da proteina acessoria
recrutada (por exemplo, a proteina G ou p-arrestina).

Recentemente, foi demonstrado em aja-adrenoceptores humanos
recombinantes estavelmente expressos em células CHO-K1 (Chinese Hamster
Ovary cells) que as feniletilaminas fenilefrina e metoxamina e as imidazolinas
A61603 oximetazolina e cirazolina apresentam agonismo tendencioso para a
mobilizacdo de [Ca®']i, formacdo de cAMP ou na taxa de acidificacdo extracelular
(extracellular acidification rate, ECAR) (Evans et al., 2011). Foi observado que as
imidazolinas A61603 e cirazolina foram agonistas tendenciosos para o CAMP contra
a mobilizacdo de [Ca']i; a fenilefrina e metoxamina foram agonistas tendenciosos
para ECAR (extracellular acidification rate) contra cAMP; e a fenilefrina e
oximetazolina tendenciosas para ECAR contra mobilizacéo de [Ca*]i. A comparac&o
dos dados do presente trabalho relativos a internalizagdo (Alog(7Ka), mostrados na
Tabela 7) com aqueles relativos ao cAMP, ECAR e [Ca?']i descritos por Evans et al.
(2011) (ver Tabelas A1 e A2 do Apéndice C), mostra a seguinte ordem de tendéncia
para a fenilefrina: ECAR > [Ca*']i = cAMP > internalizacdo; e para o A61603: CAMP
> ECAR > [Ca?']i > internalizacdo. Entretanto, ndo foi investigado se o agonismo
tendencioso apresentado por estes agonistas tem alguma repercusséo funcional.

E interessante notar que a dopamina também apresentou agonismo
tendencioso para a internalizacdo em aya-adrenoceptores. Isso pode explicar a
taquifilaxia encontrada para a dopamina, mas n&do para a noradrenalina, nas
contracdes do ducto deferente de rato (Langeloh e Jurkiewicz, 1982). Uma vez que a

contracdo deste tecido € um modelo de resposta mediada por asa-adrenoceptores

(Lima et al., 2005; Pupo, 1998), esses efeitos da dopamina indicam que ha uma
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repercussao funcional do agonismo tendencioso encontrado para a dopamina nos
aia-adrenoceptores e que isso merece ser mais profundamente investigado.

Em células HEK293 expressando ajg-adrenoceptores humanos
recombinantes, nenhuma das feniletilaminas investigadas apresentou agonismo
tendencioso a mobilizacdo de [Ca®*]i ou internalizacdo, enquanto que néo foi
possivel determinar os fatores de tendéncia das imidazolinas, uma vez que elas
foram incapazes de mobilizar [Ca®']i, a despeito de internalizarem 0s oyg-
adrenoceptores. Apesar de ndo ser possivel quantificar numericamente um fator de
tendéncia, a capacidade das imidazolinas internalizarem os receptores, mas néo
promoverem uma mobilizacdo de [Ca®'i, indica preferéncia exclusiva para a
internalizacdo. No entanto, é importante reconhecer que a mobilizacdo de [Ca*']i em
resposta a ativacdo dos ayg-adrenoceptores pode ser um evento pouco amplificado
por ser proximo do receptor na cascata de reagdes intracelulares disparadas por sua
ativacdo e que isto ndo significa que 0s ayg-adrenoceptores ativados pelas
imidazolinas séo incapazes de recrutar a proteina G4. Ja € bem descrita na literatura
a interacdo de agonistas com 0s ajg-adrenoceptores promovendo a formacao de
inositol fosfato (Minneman et al., 1994). A ordem de poténcia de varios agonistas no
acumulo de inositol fosfato foi semelhante aquela encontrada para a mobilizacdo de
[Ca®']i no presente estudo, o que ndo é surpreendente jA que ambos efeitos
dependem e séo formados rapidamente apoés ativagéo da proteina Gg.

Uma vez que as imidazolinas apresentaram preferéncia pela
internalizacdo dos asg-adrenoceptores do que pela mobilizacdo de [Ca®i, foi
investigado se este agonismo tendencioso tem alguma repercussao funcional. De
fato, o tratamento de células HEK293 expressando ayg-adrenoceptores com

oximetazolina promoveu taquifilaxia na mobilizacdo de [Ca®*']i em resposta a
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noradrenalina. O agonismo tendencioso também se manifestou em oyg-
adrenoceptores nativos do baco de rato, uma vez que houve intensa taquifilaxia nas
contracdes deste tecido em resposta a reexposicOes a oximetazolina. Tais dados
sao importantes, pois indicam que o agonismo tendencioso da oximetazolina ndo é
uma propriedade restrita a sistemas receptores recombinantes.

Os coeficientes de transducao log(7Ka) das fenietilaminas e imidazolinas
obtidos em ensaios de mobilizacdo de [Ca®]li ou internalizagdo de oa-
adrenoceptores e ajg-adrenoceptores expressos em células HEK293 (Figura 30)
foram comparados com aqueles determinados em ensaios de contracdo do ducto
deferente e baco de rato, tecidos cujas contracdes em resposta a agonistas
adrenérgicos sdo mediadas pela ativacdo de oya-adrenoceptores e oug-
adrenoceptores, respectivamente (Burt et al., 1995; Lima et al.,, 2005). Tal
comparacao permitiu checar se ha semelhanca nas ordens de log(7Ka) de agonistas
promoverem seus efeitos em dois receptores ortélogos, isto €, o receptor humano
recombinante e o nativo do rato. Tanto para as feniletilaminas quanto para as
imidazolinas, houve forte correlacéo entre o log(7Ka) determinado na contragao do
ducto deferente e na mobilizacdo de [Ca®]i em células HEK293 expressando oya-
adrenoceptores, mas ndo na internalizacdo destes receptores. A semelhanca nas
ordens de log(#KA) na contracdo e na mobilizacdo de [Ca®']i mostra que o0s
agonistas apresentaram efichcias semelhantes nestas vias de sinalizacdo
disparadas por estes dois receptores ortélogos. Ja a fraca correlacdo entre os
valores de log(7KA) dos agonistas na contracdo do ducto deferente e na
internalizacdo dos aia-adrenoceptores em células HEK293 € um bom indicador de
gue as vias de sinalizacdo disparadas para a producdo destes dois efeitos sao

distintas. Entretanto, ndo foi possivel investigar apropriadamente a correlacéo entre
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o log(#Ka) determinado na contracéo do baco e na mobilizacdo de [Ca?']i em células
HEK293 expressando ojg-adrenoceptores, uma vez que muitas drogas
comportaram-se como fracos agonistas parciais neste tecido, o que impediu a
construcdo de curvas concentragcédo-resposta completas. Por outro lado, ndo houve
clara correlagcéo entre o log(7Ka) no baco e na internalizacdo de a;g-adrenoceptores
em células HEK293, suportando a ideia de que as vias de sinalizacdo envolvidas
nestes dois efeitos disparados por estes receptores ortélogos sao distintas.

E importante identificar o agonismo tendencioso das drogas que ativam
az-adrenoceptores, pois isto pode ser terapeuticamente vantajoso. E sabido que o
coracdo expressa predominantemente de aya- € ajg-adrenoceptores e cada subtipo
esta envolvido numa variedade de efeitos quando estimulados (Jensen et al., 2011;
Perez e Doze, 2011). Por exemplo, ha excesso de catecolaminas circulantes
(noradrenalina e adrenalina) na insuficiéncia cardiaca e acredita-se que a ativacao
crénica de receptores acoplados a proteina Gy tais como 0s o,-adrenoceptores, €
prejudicial levando a hipertrofia, apoptose e insuficiéncia contratil (Noor et al., 2011).
Ao mesmo tempo, ha evidéncias de que a utilizacdo de antagonistas de oy-
adrenoceptores no tratamento da hipertensdo associada a hiperlipidemia pode ser
prejudicial, pois aumenta a incidéncia de insuficiéncia cardiaca e mortalidade
(Jensen et al., 2011; Perez e Doze, 2011). Estas informagbes aparentemente
confltantes podem ser conciliadas pelo fato de que a ativagao de oya-
adrenoceptores nos midcitos dispara sinalizacao intracelular dependente de ERK1/2
que resulta num efeito cardioprotetor ao promover hipertrofia adaptativa, reducéo de
apoptose e pré-condicionamento isquémico (Jensen et al., 2011), enquanto que a
ativacdo de ajg-adrenoceptores leva a mal adaptacdo (Perez e Doze, 2011). A

ativacdo de aja-adrenoceptores no sistema nervoso central também tem sido
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associada a efeitos neuroprotetivos, pois promove nheurogénese, aumenta o
aprendizado e a memdria, melhora o humor, e podem proteger o cérebro de anoxia,
injuria traumatica, ataques epiléticos e neurodegeneracao idade-dependente (Perez
e Doze, 2011). Assim, agonistas que ativem preferencialmente aja-adrenoceptores
podem ser candidatos terapéuticos no tratamento da insuficiéncia cardiaca (Jensen
et al., 2011) e no tratamento de diversas desordens neurologicas (Perez e Doze,
2011). Entretanto ainda ndo esta clara qual via de sinalizag&o intracelular (por ex.,
dependente de proteina G ou de B-arrestina) participa dos efeitos cardio- e
neuroprotetivos dos aja-adrenoceptores e mal adaptativos dos asg-adrenoceptores.
Os dados do presente trabalho mostram que alguns agonistas de aj-adrenoceptores
apresentam preferéncia pela mobilizacédo de [Ca®']i ou pela internalizacdo destes
receptores; estes agonistas podem ser ferramentas Uteis na investigacdo desses
efeitos protetores ou mal adaptativos, bem como podem fornecer informacdes
importantes para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da

insuficiéncia cardiaca e de desordens neurolégicas.
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6. Conclusoes

1 - Agonistas de oy-adrenoceptores das classes das feniletilaminas e
imidazolinas apresentam seletividade funcional:

e ao ativarem oya-adrenoceptores, a fenilefrina e o A61603 sao agonistas
tendenciosos para a mobilizacdo de [Ca*']i e a dopamina para a internalizag&o;

e ao ativarem oyg-adrenoceptores, o A61603, a oximetazolina e a nafazolina

séo agonistas tendenciosos para a internalizagéo.

2 - Apesar de ambos os métodos para quantificacdo de agonismo tendencioso
(razbes de t ou razdes de t/KA) apresentarem perfis semelhantes de fatores de
tendéncia, as diferencas significativas nas tendéncias absolutas calculadas e limitagbes
metodoldgicas apontam que a determinacdo de razfes de /KA é uma estratégia mais

conveniente para quantificar agonismo tendencioso.

3 — Ha repercussdes funcionais do agonismo tendencioso da oximetazolina em

asg-adrenoceptores recombinantes humanos e nativos de rato.

4 — A forte correlacdo entre os valores de log7Ka dos agonistas na contracéo
do ducto deferente de rato mediada por aya-adrenoceptores nativos e na mobilizacao de
[Ca®']i em células HEK293 expressando aia-adrenoceptores humanos, mas ndo na
internalizacado, indica que este parametro pode ser usado para diferenciar as vias de

sinalizacao disparadas pela ativagao destes receptores.
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Apéndice A — Como calcular o agonismo tendencioso com o

software GraphPad Prism

Este tutorial explica a aplicagdo do Modelo Operacional (Black e Leff,
1983) para quantificar o agonismo tendencioso de ligantes em duas vias de
sinalizacao diferentes no software GraphPad Prism (versdo 5.00 para Windows,
GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA). Nessa quantificacdo é
utiizado o método proposto por Kenakin et al. (2012), baseado na razdo de
transducdo ou razdo de t/K, determinada pela equagdo do Modelo Operacional

reparametrizada (Evans et al., 2011):

(Eppax — basal) X TR™ x [A]"

ar x 7Re (1+ )

Resposta = basal +

Passo 1: Inserir os dados das curvas concentracao-resposta para agonistas obtidos
em ensaios diferentes em tabelas separadas do tipo XY (Data tables). O agonista de
referéncia deve estar na coluna A. Os valores inseridos em X devem estar como log

da concentracdo do agonista.

Passo 2: Abra a primeira tabela e cligue em analisar (Analyse).
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Passo 3: Uma janela sera aberta e nas analises XY (XY Analyses), clique em

regresséo ndo-linear (Nonlinear regression).

1

Passo 4: Cliqgue em Equacgfes definidas pelo usuéario (User-defined equations), e a

seguir, clique em Nova (New).

—] L1

Passo 5: Clique em Criar nova equacéao (Create new equation).

I

Passo 6: Na janela que serd aberta, dé um nome (Name) para a nova equacao. Por

exemplo, Operational Model with TauKa Ratios.
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Passo 7: Nesta mesma janela, insira as definicbes das equacdes (Definition). Neste
exemplo, sdo mostradas as equacgOes para 7 drogas, cada uma em uma coluna
diferente (de A a G), dependendo do numero de drogas testadas, remova as

equacdes correspondentes ou acrescente.

A=10"X
operate1=((1+A/(10"LogKA1))/((10"LogR1)*A))"n
operate2=((1+A/(10"LogKA2))/((10"LogR2)*A))"n
operate3=((1+A/(10"LogKAS3))/((10"LogR3)*A))™n
operate4=((1+A/(10"LogKA4))/((10"LogR4)*A))™n
operate5=((1+A/(10"LogKA5))/((10"LogR5)*A))"n
operate6=((1+A/(10"LogKA®G))/((10"LogR6)*A))™n
operate7=((1+A/(10"LogKAT7))/((10"LogR7)*A))"n
<A>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operatel)
<B>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operate2)
<C>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operate3)
<D>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operate4)
<E>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operateb)
<F>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operate6)
<G>Y=basal+(Emax-basal)/(1+operate7)

Onde,

X: € o0 log da concentracdo do agonista
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Y: € a resposta do agonista

Emax: resposta maxima possivel do sistema

n: inclinagéo de transducéo sem unidade

Basal: resposta na auséncia do agonista, na mesma unidade de Y

logKA: log da constante de dissociacao do agonista, na mesma unidade de X

logR ou log TR: log da razéo da razao de transducao ou log(t/Ka)

Passo 8: Clique na aba Regras para os valores iniciais (Rules for Initial Values). E
insira os valores iniciais (Initial Values) de 1.0 para todos os IogKA e escolha a regra
(Rules) *(Value of X at YMID). Para todos os logR o valor inicial de -1.0 e escolha a
regra *(Value of X at YMID). O valor inicial de N € 1.0. Para o basal, coloque o valor

inicial 1.0 e a regra *YMIN e 0 EMAX, 1.0 e a regra *YMAX.
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Passo 9. Clique na aba Restricdo padrao (Default constraint) e mantenha todos os
LogKA e LogR1 sem restricdo (No constraint). Os valores de N, o BASAL e o EMAX
devem ser compartilhados para todos os conjuntos de dados (Shared value for all

data sets).

Passo 10: Caso a analise dé ambiguo (Ambigous), isso ocorre devido a um loop ou

bug do template, h4 a necessidade de se restringir o logKA de uma das drogas a um
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valor. Por exemplo, coloque -3.0 (n&o importa o valor que ndo altera os valores de

logR das drogas testadas).

N&o ha uma regra para qual droga deve ter o seu logKA restrito, neste caso todas as

colunas devem ser testadas até que o programa consiga analisar sem sair ambiguo.

¥ Nonlin fit A | 8 ¢ - £ | i | ° | H |
Moradrenaline| Dopamine Phenylephrine) Methoxamine AG1603  |Owymetazoline| Maphazoline Global (shared)|

ﬁl Y | Y Y Y Y | Y | Y | Y |

1 }Operational Model with Tauka Ratios I

2 ‘(Deseitvanes

3 LOGKA -5.638 (not used) (not used) (notused) (notused) (notused) (not used)

4 LOGR1 7.990 (not used) (not used) (not used) (notused) (notused) (not used)

5 N 1.044 1.044 1.044 1.044 1.044 1.044 1.044 1.044

L LOGKAZ (notused) -4 458 (not used) (notused) (notused) (notused) (not used)

T LOGR2 (notused) 5430 (notused) (notused) (notused) (notused) (not used)

8 LOGKA3Z (notused) (not used) -G.400 (notused) (not used) (not used) (not used)

9 LOGR3 (notused) (not used) 7.213 (notused) (notused) (notused) (not used)

10 LOGKA4 (notused) (not used) (not used) -5.908 (notused) (notused) (not used)

11 LOGR4 (not used) (not used) (not used) G5.866 (notused) (notused) (not used)

12 LOGKAS (notused) (not used) (not used) (notused) =-3.000 (notused) (not used)

13 LOGRS (notused) (not used) (notused) (notused) 9.671 (notused) (not used)

14 LOGKAG (notused) (not used) (notused) (notused) (notused) -7.974 (not used)

15 LOGRE (notused) (not used) (not used) (notused) (notused) 7.990 (not used)

16 LOGKAT (notused) (not used) (not used) (notused) (notused) (notused) -7.290

17 LOGRTY (notused) (not used) (not used) (not used) (notused) (notused) 7.499

18 BASAL 0.2912 02912 0.2912 02912 0.2912 02912 0.2912 0.2912

19 EMAX 97.92 97.92 97.92 97.92 97.92 97.92 97.92 97.92

20 |Std. Error

21 LOGKA 4104 (not used) (notused) (notused) (notused) (notused) (not used)

22 LOGRA 0.05341 (not used) (not used) (notused) (notused) (notused) (not used)

23 N 0.09112 0.09112 0.09112 0.09112 0.09112 0.09112 0.09112 0.09112

24 LOGKAZ (notused) 0.3197 (not used) (not used) (notused) (notused) (not used)

25 LOGR2 (notused) 0.07647 (not used) (notused) (notused) (notused) (not used)

el e Tal gt Fomomd sam AL L N4 Tn L B Fomomd s AL e
Passo 11: Faca a mesma analise descrita anteriormente para o segundo ensaio.

Passo 12: Copie todos os valores de log R e seus respectivos erros padrao para

uma tabela.
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Calcio A

log (v/Ka)  epm

Mar 7.99 0,05
Dopa 543 0,08
Fenil 721 0,08
Metox 6,87 0,08
AB1603 9,67 0,06
O 7.99 0,14
Niz 7.50 0,11

Internaliz A

log (v/Ka)  epm

Mar 9.85 0,32
Dopa 9.90 0,33
Fenil 6,90 0,50
Metox 8.45 0,37
AB1603 8,28 0.41
O 9,85 0,34
Nfz 8,23 0.49

Passo 13: Para cada agonista testado faca a diferenca dos seus valores de log
(t/Ka) ou logR e o valor de log (t/Ka) do agonista de referéncia, no exemplo, a

noradrenalina.

Calcio A Calcio A

log (/Ka)  epm Alog (vKs)  epm

Mor | 7.99 | ;;3' 799 = 256 | 0.00 I 0,08
Dopa 5.43 ' ' ' -2.56 0,09
Fenil 7.21 0,08 -0.78 0.10
Metox 6.87 0,08 -1.12 0,10
AB1603 967 0.06 165 0.08
Oxi 7.99 0,14 0.00 0,15
MNfz 150 0,11 -0.49 0,13

Internaliz A Internaliz A

log (vKs)  epm Alog (vKg)  epm

Mor | 9.85 | 9.85 9,90 = 0,04 | 0,00 | 0.45
Dopa 9,90 . 0,04 0,46
Fenil 6,90 0,50 -2.96 0,59
Metox 5.45 0,37 -1.40 0.48
AB1603 328 0,41 157 0.52
Oxi 385 1| 0.34 0.00 0,46
MNfz 5.23 0.49 -1.62 0,58

Passo 14: Para cada agonista testado calcule o erro padréo resultante como a raiz

guadrada da soma dos quadrados (\/(epmf,lgonista)2 + (EpM referencia)’))-
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Calcio A Calcio A

log (vKs)  epm Alog (vKg)  epm

Mor 7.99 | 0,05 | (0,08)%+ (0,35)2 | 0,08 I
Dopa 5.43 0.08 =0,09 0.09
Fenil 7,21 0,08 “uru 0.10
Metox 6,87 0.08 -1.12 0.10
AB1603 9,67 0.06 1,68 0.08
Oxi 7.99 ‘ 0,14 ‘ 0.00 0.15
MNfz 7,50 0.11 -0.49 0.13

Internaliz A Internaliz A

log (vKe)  epm Alog (vKe)  epm

Mor 9.85 | 0.32 | \(0,33)%+ (0,32)2 | 0,45 I
Dopa 9,90 0.33 =0,46 0,46
Fenil 6,90 0,50 e o 0.59
Metox 5,45 0,37 -1.40 0.48
AB1603 5.28 0.41 -1.57 0.52
O 9.85 0,34 0.00 0.46

P—
Nfz 8,23 0.49 -1.62 0.58

Passo 15: Para cada agonista testado calcule o AAlog ©/Ka como a diferenca entre o

A log (t/Ka) das duas vias de sinalizacéo.

Calcio A Calcio - Internaliz.
Alog (WKs)  epm AAlogTR  epm
| 0,00 | 0,08 MNor | 0,00 | 0,45
-2 56 0,09 Dopa -2,61 0,47
0,78 0,10 Fenil 2,18 0,60
1,12 0 Metox 0,28 0,49
1 68 98 AB1603 3,25 0,52
0.00 | 1 Oxi 0,00 0,49
04900 | I Nfz 1,13 0,60
Inte 'a i : : 0-0=0
sog k|1 | L]
0.04 | 1,68 —(-1,57) = 3,25
i E)0_4(5);—(()-1 62)=1,13
-1.40 ’ ’ ’
-1 A7 o
0.00 0, =
-1.62 0,5E ]

Passo 16: Para cada agonista testado calcule o erro padréo resultante como a raiz

quadrada da soma dos quadrados (V(epMagonista)” + (EPM referencia)’))-
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Calcio - Internaliz.
AAlogTR epm

Nor 0,00
Dopa -2,61 0,47
Fenil 2,18 0,60
Metox 0,28 0,49
ABLG03 3,25 0,52
Oxi 0,00 0,49
Nfz 1,13 0,60

V(0,08%+0,45%) = 0,45

(0.08%+0,52%) = 0,52
V(0,15%+0,46) = 0,49
(0,13%+0,58°) = 0,60

Calcio A

Alog (tKa)  epm
0,00 m
-2.56 0,09
0,78 0,10
-1.12 0.10
1,68 0.08 11
0,00 0.15
-0.49 0.13

Internaliz A

Alog (WKg)  epm
0,00 | 0,45 | .
0,04 0,46
-2.96 0,59
-1.40 0,48
-1.57 052
0,00 (.46
-1.62 (.58

Resultado final:

aa-adrenoceptores

Mobilizacédo de Internalizacao Mobilizacdo Internalizacdo Fator de

[Ca™]i de [Ca®]i tendéncia
log(7Kp) log(7/Kp) Alog(7Kp) Alog(7Kp) Adlog(dKa)
Noradrenalina 7.99 £ 0.05 9.85+0.32 0.00 £ 0.08 0.00 £ 0.45 0.00 £ 0.45
Dopamina 5.43 +0.08 9.90+0.33 -266+0.09 0.05+0.46 -2.68+0.47
Fenilefrina 7.21+0.08 6.90 + 0.50 0.78+0.10 -296+0.59 2.13+0.60
Metoxamina 6.87 £ 0.08 8.45+0.37 -1.12+£0.10 -1.40+£0.48 0.22 £ 0.49
A61603 9.67 £ 0.06 8.29+041 1.68 £ 0.08 -1.57+£0.52 3.03+£0.52
Oximetazolina 7.99+0.14 9.85+0.34 0.00 £ 0.15 -0.01+£0.46 -0.69 £ 0.49
Nafazolina 7.50+0.11 8.23+0.49 -0.49+£0.13 -1.62 £ 0.59 0.72 £ 0.60

Valores estao representados como a média + epm dos agonista testados.
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Black JW and Leff P (1983) Operational models of pharmacological agonism. Proc R

Soc Lond B Biol Sci 220(1219): 141-162.

118




APENDICE

Evans BA, Broxton N, Merlin J, Sato M, Hutchinson DS, Christopoulos A and
Summers RJ (2011) Quantification of functional selectivity at the human
alpha(1A)-adrenoceptor. Molecular Pharmacology 79(2): 298-307.

Kenakin T, Watson C, Muniz-Medina V, Christopoulos A and Novick S (2012) A
Simple Method for Quantifying Functional Selectivity and Agonist Bias. Acs

Chem Neurosci 3(3): 193-203.

119




APENDICE

Apéndice B — Curvas concentracao-resposta de mobilizacao de

[Ca2+]i e Internalizacdo de a,a- € ayg-adrenoceptores

As Figuras A1 e A2 mostram curvas concentracao-resposta para cada um
dos agonistas utilizados das classes das feniletilaminas e das imidazolinas em dois
ensaios diferentes, o de mobilizacdo de [Ca®']i e o de internalizacdo para aia-
adrenoceptores e ayg-adrenoceptores, respectivamente. Essas curvas foram
utilizadas para a comparacao equimolar, onde os dados dos dois ensaios com um
Unico agonista nas mesmas concentracdes foram confrontados para criar um grafico
de tendéncia (bias plot) para aia-adrenoceptores (Figura 18A) e ayg-adrenoceptores

(Figura 18B).
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Figura Al. Comparacdo equimolar das curvas concentragdo-resposta para 0S
agonistas de aj-adrenoceptores (feniletilaminas noradrenalina (A), dopamina (B),
fenilefrina (C), metoxamina (D) e as imidazolinas A61603 (E), oximetazolina (F) e
nafazolina (G)) em células HEK293 expressando aja-adrenoceptores em ensaios de
mobilizacdo de [Ca®]i e de internalizacdo. Cada simbolo representa a média e a
linha vertical quando maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4

experimentos.
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Figura A2. Comparacdo equimolar das curvas concentracdo-resposta para 0s
agonistas de oyj-adrenoceptores (feniletilaminas noradrenalina (A), dopamina (B),
fenilefrina (C), metoxamina (D) e as imidazolinas A61603 (E), oximetazolina (F) e
nafazolina (G)) em células HEK293 expressando a;g-adrenoceptores em ensaios de
mobilizacdo de [Ca®']i e de internalizacdo. Cada simbolo representa a média e a
linha vertical quando maior que o simbolo representa o e.p.m. de 3 a 4

experimentos.
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Apéndice C — Comparacao dlog(#K,) de internalizacao

com [Ca*]i, cAMP e ECAR de Evans et al. (2011) em aa-

adrenoceptores humanos recombinantes

A Tabela A1l mostra o coeficiente de transdugcé&o normalizado (4log(7Ka))

para agonistas em aa-adrenoceptores humanos recombinantes na mobilizacdo de

[Ca®]i, cAMP, ECAR e internalizacdo, obtidos por Evans et al. (2011) e pelo

presente trabalho. Os fatores de tendéncia (44log(7Ka)) apresentados na Tabela A2

foram obtidos a partir dos valores mostrados na Tablela Al.

Tabela Al. Coeficiente de transdugdo normalizado Alog(7Ka) para agonistas em

aia- € ayg-adrenoceptores humanos recombinantes.

aia-adrenoceptores

Mobilizacéo de cAMP? ECAR? Internalizacdo
[Ca2+]ia
Alog(7Ka) Alog(7Ka) Alog(7Ka) Alog(7Ka)
Noradrenalina 0.00 £0.19 0.00+£0.16 0.00+£0.18 0.00 £ 0.45
Fenilefrina -0.52 £ 0.20 -0.72 +£0.18 0.79+0.18 -2.96 + 0.59
Metoxamina -1.22 +0.18 -1.21 +0.18 -0.61 +0.18 -1.40 £ 0.48
A61603 1.12+0.20 2.06 £ 0.16 0.98 £0.19 -1.57 £ 0.52
Oximetazolina 0.06 £0.21 n.d 1.55 + 0.19. -0.01 £ 0.46

Valores estdo representados como a média = epm dos agonista testados; n.d.: ndo

determinado. ?Dados de coeficiente de transducédo normalizado 4dlog(#K,) obtidos

por Evans et al. (2010).

A|Og ( T/KA) agonista/referénciazﬁlog( 27’KA)agonista—AI Og( 27'KA) referéncia
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