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RESUMO

Participacdo dos canais de calcio na hiperreatividade induzida por ovalbumina
em traquéias isoladas de ratos. Carlos Tiago Martins Moura, Dissertacdo de
Mestrado em Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara,
2004.

Com o objetivo de verificar a interferéncia da broncoprovocacéo antigénica
sobre a contratilidade traqueal, ratos machos (250 -350 g) foram sensibilizados a
ovalbumina (OVA) e, 13 a 14 dias depois, desafiados em intervalos de 15 minutos
através da inalacdo do antigeno sensibilizante (OVA, 1 mg/ml, seguida de 5 mg/ml). O
sacrificio dos animais foi feito imediatamente (SDO) ou 24 horas (SD24) apés o
desafio antigénico através de anestesia com hidrato de cloral (0,4 g/Kg). Alguns
animais foram tratados com metilsergida (1 mg/Kg) 40 minutos antes do desafio. Os
animais controle (CONT) inalaram apenas o veiculo (NaCl 0,9 %). A traguéia foi
removida e montada em cuba para orgéo isolado contendo 10 ml de solucdo de
Krebs-Henseleit modificada (mantida a 37+0,5 °C) e aerada com mistura carbogénica
(O,/C0O,-95:5). Foram confeccionadas curvas concentracao-efeito (CCE) para cloreto
de potéassio (KCI), acetilcolina (ACh) ou serotonina (5-HT). Em outros experimentos
foram realizadas CCE ao Ca*" em preparacdes mantidas previamente em solucdo
sem Ca?" (contendo 10° M de EDTA, nifedipina e indometacina, 10° M para ambas) e
estimuladas por KCI, ACh ou 5-HT. A sensibilizacdo e o posterior desafio antigénico
(SD) promoveram um significativo aumento da resposta maxima (RM) das CCE ao
KCI (forca em grama, média # E.P.M.: CONT = 0,52 + 0,01; SD24 = 1,22 + 0,03; n =
06; p<0,01), & ACh (CONT =2,11 +0,10; SD24 = 3,53 £0,03; n =06; p<0,01) ou a
5-HT (CONT = 0,60 + 0,03; SD24 = 1,48 + 0,09; n = 06; p < 0,01). As traquéias de
animais sensibilizados e desafiados apresentaram aumento da RM ao Ca*" apenas
quando pré-contraidas com KCI| (CONT = 0,84 + 0,08; SD24 =1,98 £ 0,05; n=6; p <
0,01) ou ACh (CONT = 0,98 + 0,09; SD24 = 1,54 + 0,15; n = 6; p < 0,05). Quando o
agonista utilizado foi a 5-HT esta diferenca ndo ocorreu, sendo observada uma maior
RM somente na auséncia de nifedipina (CONT = 0,81 + 0,06; SD24 sem nifedipina =
1,23 +£0,08; n = 05; p < 0,01). Foram comparados 0s animais apenas sensibilizados e
ndo desafiados (SENS) com os SD na presenca de &cido niflimico (AN). O AN inibiu
a hiperreatividade para a 5-HT induzida pelo desafio antigénico (SENS = 1,28 + 0,09;
SD24 + AN = 1,01 + 0,08, n = 05), enquanto que foi ineficaz em inibir a
hiperreatividade para a ACh (SENS = 1,44 + 0,01; SD24 + NA=1,67 £0,03; n=05; p
< 0,01). Portanto, os resultados mostram que ha envolvimento de canais de Ca*,
tanto dependentes de voltagem (VOC) como operados por receptor (ROC), na
hiperreatividade do musculo liso respiratorio, induzida pela reapresentacdo do
antigeno a animais previamente sensibilizados e que o desenvolvimento da
hipzerreatividade para a 5-HT estéa relacionado a abertura de canais de CI" ativados por
ca“".
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ABSTRACT

Role of the calcium channels on ovalbumin-induced rat airway
hyperresponsiveness. Carlos Tiago Martins Moura, Master's Dissertation in
Pharmacology, School of Medicine, Federal University of Ceara, 2004.

In order to verify the interference of the antigenic challenge on traqueal
contractility in vitro, male rats (250 -350 g) were ovalbumine (OVA)-sensitized and,
13 to 14 days later, they were challenged through the sensitizing antigen inhalation
(OVA, 1 mg/ml, followed by 5 mg/ml). Animals were sacrificed immediately (SDO)
or 24 hours (SD24) after the antigenic challenge through chloral hydrate
anaesthesia (0,4 g/Kg). Some animals were treated with metilsergide (1 mg/Kg)
40 minutes before the challenge. Control animals (CONT) received only the
vehicle (NaCl 0,9 %) by inhalation. Tracheal rings were carefully removed and
mounted in a 10 ml isolated bath chamber with modified Krebs-Henseleit solution
(at 37+0,5 °C) bubbled with a mixture of 5% of CO, in 95% of O,. Concentration-
effect curves (CCE) were constructed for potassium chloride (KCI), acetycholine
(ACh) or serotonin (5-HT). In another experiments, CCE for Ca?* addition were
constructed under Ca*-free conditions (with 10° M EDTA, nifedipine and
indomethacin, 10° M each) in the presence of KCI, ACh or 5-HT. Sensitization and
subsequent antigenic challenge (SD) promoted a significant increase of the
maximal response (RM) of the CCE to KCI (force in grams, mean =+ S.E.M.:
CONT =0,52 + 0,01; SD24 =1,22 +0,03; n=06; p<0.01), ACh(CONT=2.11+
0,10; SD24 =3,53 +0,03; n=06; p < 0.01) or to 5-HT (CONT = 0,60 + 0,03;
SD24 = 1,48 + 0,09; n = 06; p < 0.01). Tracheal rings of sensitized and
challenged animals showed a rise in RM for Ca®" only when they were pre-
contracted with KCl (CONT =0,84 +0,08; SD24 =1,98 £0,05; n=6; p<0.01) or
ACh (CONT = 0,98 £ 0,09; SD24 =154 +0,15; n=6; p < 0,05). When 5-HT
was used as agonist this hyperresponsiveness did not occur, being observed only
in the nifedipine absence (CONT = 0.81 = 0,06; SD24 without nifedipine = 1,23 +
0,08; n=05; p<0.01). The sensitized but not challenged animals (SENS) were
compared to SD animals in the presence of niflumic acid (AN). AN inhibited the
antigenic shock-induced hyperresponsiveness for 5-HT (SENS = 1,28 = 0,09;
SD24 + AN =1.01 + 0,08; n = 05), while it was ineffective in inhibit that for the ACh
(SENS =1,44 £0,01; SD24 + AN =1,67 £0,03; n=05; p<0.01). Therefore, the
results show that there is a participation of Ca?* channels, both voltage- and
receptor-operated channels, in the hyperresponsiveness of the respiratory smooth
muscle, induced by the representation of the antigen to previously sensitized
animals and, in addition, the CI" channels Ca**-activated have an important role on
5-HT hyperresponsiveness development.
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CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentragcdes-efeito
ao célcio (CaCl,) na presenca serotonina e nifedipina, realizadas
com traquéias isoladas de ratos sensibilizados com OVA
(SENS).

CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentragdes-efeito

ao calcio (CaCl,) na presenca de serotonina e nifedipina,
realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados e
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desafiados antigenicamente com OVA (SD24M) e tratados com
metilsergide.

Tabela 10. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito
a serotonina na presenca de acido niflumico, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados
antigenicamente com OVA (SD24AN).
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1. INTRODUCAO

1.1. ANATOMOFISIOLOGIA DAS VIAS AEREAS

Podemos classificar as vias aéreas quanto a sua localizacdo em superiores
e inferiores. As primeiras se iniciam nas fossas nasais prolongando-se até a
laringe e porgao superior da traquéia. As vias aéreas inferiores compreendem as
porcdes inferiores da traquéia e suas ramificagdes, bronquios, brénquios indo até
os alvéolos. A traquéia inicia-se logo abaixo da laringe, possuindo entre outras
funcBes aquela de tubo condutor de ar aos pulmdes. A traguéia apresenta duas
porcBes uma cervical e outra toracica apresentando como caracteristica um
namero variavel de anéis (16 a 20) ou semi-anéis cartilaginosos sobrepostos e em
forma de C e ligados pela membrana cricotraqueal. A regido posterior da traquéia
se caracteriza por ser composta basicamente de musculo liso, o musculo liso
tragueal, que tensiona as bordas da cartilagem e evita que elas se separem, uma
vez que os semi-aneéis cartilaginosos ndo se fecham nesta regido. Isso promove
uma certa motilidade da porcdo posterior. A membrana cricotraqueal reveste
externamente toda a traquéia e vai unindo os anéis até a carina, local onde a
traquéia se divide em brbénquio principal direito e esquerdo (Stephens, 1998;
2002).

As vias aéreas vao assim se subdividindo em varios ramos, tornando-se
cada vez mais curtas, com diametro menor e mais numerosas a medida que

penetram no pulmdo. A traquéia é denominada de via respiratoria de primeira

geracao, e os dois brénquios principais direito e esquerdo de segunda geragéo e
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assim sucessivamente por 20 a 25 geracdes até que o sistema tubular das vias
aéreas alcance os alvéolos (Seow, 2001).

Os tecidos traqueal e bronquiolar sdo formados por quatro camadas (do
interior para o exterior): camada mucosa (epitélio pseudo-estratificado cilindrico-
ciliado e uma lamina prépria), camada submucosa, camada muscular com pecas
cartilaginosas e camada adventicia. Existem ainda trés tipos comuns de células no
epitélio tragqueobrdnquico: ciliadas, caliciformes e basais (Ross et al., 1993). As
células ciliadas sdo encontradas em todo trato respiratério até os bronquiolos
respiratorios e promovem o batimento ciliar, que visa eliminar a secrecdo e
materiais estranhos a arvore bronquica. As células caliciformes estdo localizadas
entre as células ciliadas e tém a funcdo de produzir muco, que vem a se somar
com aquele produzido por glandulas submucosas das vias de condugao. Por fim
as células basais que funcionam como fonte de novas células, estando localizadas
sobre a lamina basal (Roger, 1992).

Toda a arvore respiratoria se mantém Umida pela presenca de uma camada
de muco que reveste toda superficie epitelial. O muco € produzido e secretado
pelas células caliciformes isoladas, presentes no epitélio das vias aéreas, e por
glandulas submucosas. Este muco é removido pelo epitélio ciliado presente nas
fossas nasais e nas vias aéreas inferiores até a zona de conducdo. A traquéia é
revestida por uma camada mucosa especial chamada mucosa respiratéria que
possui epitélio estratificado ciliado (Seow, 1998).

A cada ramificagcdo, o0s bronquios véao perdendo gradativamente
componentes de sua parede, com isso se observa a auséncia de cartilagens e de

glandulas submucosas nos bronquiolos da zona de conduc¢do. Nestes bronquiolos
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0 epitélio e a musculatura sdo os principais constituintes. Ja os bronquiolos
respiratorios pertencentes a zona de respiracdo sdo formados por epitélio
cilindrico e cubico. Nas porcdes de traquéia e bronquios ndo ocupadas por
laminas de cartilagem, as paredes séo predominantemente formadas por musculo
liso, com excecdo dos brénquios respiratorios que apresentam apenas algumas
fibras musculares lisas. O saco alveolar, estrutura formada por um conjunto de
alvéolos, localiza-se na extremidade distal das vias aéreas da zona respiratéria e é
responsavel pelas trocas gasosas, sendo suas paredes extremamente delgadas e
compostas por trés tipos de células: pneumacitos tipo |, pneumacitos tipo Il e

células em escova (Morrison et al., 1991).

1.2. MUSCULO LISO

A estrutura das células musculares lisas e sua organizacdo diferem em
cada 6rgdo quanto a suas dimensdes, feixes, camadas, respostas aos estimulos
contrateis, caracteristicas de inervacdo e funcdo. O mdusculo liso pode ser
classificado de uma forma geral em duas formas principais, multiunitario e unitario,
sendo esta Ultima a classificacdo dada ao musculo das vias aéreas humanas. O
musculo liso unitario se caracteriza pela presenca de uma massa Unica que se
contrai como um sincicio, ou seja, como uma soO unidade. As fibras musculares
lisas, em geral, se apresentam agregadas em camadas ou feixes, estando
aderidas por suas membranas celulares que contém multiplos pontos de adeséo,
estes pontos conferem a capacidade de transmitir a forca contratil de uma célula a

seguinte. As membranas sdo acopladas por juncdes abertas, pelas quais pode
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ocorrer a livre passagem de ions, de modo que 0s potenciais de acdo ou mesmo o
fluxo i6nico possa passar por fibras adjacentes. Devido a presenca destas
interconexdes podemos definir o musculo liso unitario como sincicial, ou masculo
liso visceral, por ser encontrado também na maior parte das visceras do

organismo (Stephens et al., 1993; Crimi et al., 2001; Stephens et al., 2003).

1.3. O PROCESSO ASMATICO

1.3.1. Definicdo e desenvolvimento

A asma é uma patologia determinada pela interacdo de fatores genéticos e
ambientais levando a um processo de inflamacéo cronica e complexa das vias
aéreas. A asma € caracterizada por obstrugcdo variavel e reversivel
espontaneamente, embora ndo completamente em todos os pacientes, ou através
de tratamento farmacol6gico. A hiperreatividade, definida como resposta
exacerbada das vias aéreas a estimulos ndo alérgicos, também é observada, e
envolve diversos mediadores e células inflamatérias (Barnes et al., 1998).

Podemos definir de forma mais simples a asma como sendo uma doenca
inflamatdria crbénica das vias aéreas, de causa nao completamente elucidada, que
se caracteriza por crises de tosse, sibilos, sensacdo de compressdo toracica,
dificuldade respiratéria e dispinéia. O estreitamento das vias aéreas € geralmente
reversivel, porém em pacientes com asma cronica, a inflamagéo pode determinar

obstrucao irreversivel ao fluxo aéreo. A asma pode ser diferenciada da bronquite
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cronica e do enfisema pulmonar por ser reversivel e pela dificuldade em
caracterizar com seguranca a periodicidade de seu aparecimento (Chung et al.,

1990).

1.3.2. Base inflamat6ria da asma

A limitacdo do fluxo aéreo, que corresponde ao principal componente
da asma brénquica, apresenta como principais caracteristicas
fisiopatoldgicas: hipertrofia e contracdo do musculo liso, vasodilatacéo,
hipersecrecdo e remodelamento brénquico. O edema € resultado da
vasodilatacdo e congestdo da microvascularizacdo bréonquica que promove
0 aumento na exsudacdo de plasma e macromoléculas para o intersticio e
luz das vias aéreas. Ocorre ainda infiltracdo de células inflamatdrias nos
brénquios, principalmente por eosinofilos, linfocitos, mastocitos e
macrofagos com descamacdo do epitélio brébnquio e espessamento da
membrana basal reticular. A hipersecrecdo mucosa caracteriza-se por
hipertrofia das glandulas mucosas, aumento das células caliciformes, com
aumento de secrecdo intraluminal, e obstrucdo das vias aéreas por muco.
Devido ao aumento da massa muscular que envolve as vias aéreas, por
hipertrofia e hiperplasia muscular, temos o conseqiente encurtamento da
musculatura lisa, facilitando o processo contratil (Jiang et al., 1994).

A caracteristica macroscopica mais importante é a hiperinsuflagdo pulmonar
com éareas focais de atelectasias decorrentes de obstrucdo causada pela oclusédo

de brdénquios e bronquiolos por muco espesso gelatinoso. A presenca de muco
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indica deficiéncia cronica no sistema secretor de muco ou no clearence mucociliar
, ou em ambos. A secrecdo mucoide na realidade ndo possui 0 muco como seu
anico componente, sendo também encontrado em sua constituicdo proteinas
plasmaticas, DNA, células e proteoglicanos. A mucina constitui-se, entretanto, no
principal elemento formador do componente gel, sendo que em pacientes que
morrem em estado de mal asmatico, a mucina € intrinsecamente anormal em seu
perfil biofisico, apresentando-se com alta viscosidade.

A maioria dos pacientes com asma apresenta um comprometimento mais
acentuado nas pequenas vias aéreas, entre 2 e 6 mm de didametro. Os brénquios
apresentam com frequéncia hiperplasia de células caliciformes, metaplasia e
hipertrofia de glandulas mucosas, ectasia de ductos glandulares e desnudamento
das células ciliadas resultando em perda da func¢éo ciliar, favorecendo a presenca
de muco intraluminal. Dados das ultimas trés décadas apresentam evidéncias de
que o pulmdo distal que inclui as pequenas vias aéreas menores de 2mm de
didmetro e o parénquima pulmonar, contribui também para a patogénese da asma
(Sanerkin, Evans et al., 1965).

De acordo com a definicdo de asma, os sintomas estéo associados
a uma variavel limitacdo ao fluxo aéreo, que pode ser revertida
espontaneamente ou sob efeito do tratamento. Todavia, € por demais
conhecido que a asma determina uma inflamacao crbénica das vias aéreas,
com remodelamento estrutural na parede das vias aéreas que pode ser
irreversiveis mesmo com o tratamento, resultando em obstrucéo fixa
irreversivel (Seow et al., 1998).

O processo de injuria e reparacdo apresenta-se constantemente ativado,
durante a inflamacéo crénica vista na asma. A incidéncia é maior em pacientes

com asma ndao-alérgica severa, onde as alteracdes estruturais da parede

brénquica sdo mais intensas. O remodelamento brénquico parece ser devido a
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uma persisténcia dos mecanismos cronicos de reparacdo, que determina varias
alteracOes estruturais, com a combinacdo de um aumento na ativacao de fatores
pro-fibrose de crescimento e um desequilibrio entre a sintese e a degradacao de
matriz extracelular. Caracteriza-se por um processo de fibrogénese, com
espessamento da membrana basal, edema, proliferacdo e congestao vascular da

submucosa e lamina propria com aumento da permeabilidade capilar.

1.3.3. Resposta asmatica precoce

Como ja é conhecido na asma alérgica, a provocacdo bronquial com
inalacdo de antigenos resulta em rapida broncoconstricdo com resposta maxima
em 15 a 30 minutos apds o desafio e resolvida em 1 a 3 horas (Pepys et al.,
1975). A rapida resposta e relativamente rdpida reversdo sugere que O
broncoespasmo é o mecanismo predominante.

O desenvolvimento da resposta asmética precoce lembra uma reacéo de
hipersensibilidade imediata como a que ocorre em outros locais. Além disso, o
grau de participacdo dos mastocitos nesta resposta é bastante significante,
correspondendo ao evento celular majoritario da asma precoce (Holgate et al.,
1986).

Imediatamente apés a inalagdo do alérgeno, os mastécitos localizados nos
pulmbes e na mucosa nasal sensibilizados previamente pela IgE, sdo ativados
pela ligacdo cruzada do antigeno aos receptores IgE da superficie de sua
membrana celular, resultando na liberagdo de granulos por difusdo passiva. Para

a espécie humana, e outros mamiferos o mediador mais conhecido liberado pelos
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mastocitos € a histamina, que se encontra presente e participa na reacao alérgica
imediata, desenvolvendo vasodilatagdo com aumento da permeabilidade vascular,
contracdo da musculatura lisa brénquica e intestinal, e aumento da secrecao de
muco, por atuar no receptor H; (Rosenthal et al., 1977). Sua acado € curta, pois a
histamina é rapidamente metabolizada em 1 a 2 minutos, sendo 70% metabolizada
pela histamina-N-metiltransferase e 30% pela diamino-oxidase (histaminase). O
pré-tratamento de pacientes asmaticos com antagonistas anti H; altamente
potentes e seletivos, atenua a fase precoce da asma (Howarth & Holgate, 1985;
Rafferty et al., 1986).

Os mediadores liberados e produzidos durante o processo de degranulacéo
dos mastdcitos podem ser divididos em quatro grupos: moléculas pré-formadas e
armazenadas nos granulos (histamina, serotonina, fatores quimiotdxicos para
eosindfilos, TNF-a, Endotelina-1); moléculas formadas durante o processo de
degranulacao (superoxidos, leucotrienos, prostaglandinas, adenosina); proteinas
recentemente sintetizadas, transcritas horas apos a iniciacdo da degranulacdo
(interleucinas, MP-1, fatores de crescimentos de colénias de macrofagos); material
macromolecular derivado dos “granulos matrix” que podem ter seus efeitos
perpetuados por um periodo prolongado, apés a degranulacéo (triptase, heparina,
quimase, catepsina G, carboxipeptidase, peroxidase e fatores inflamatorios)
(Kaliner, M.A et al., 1999).

A resposta dos mediadores liberados como consequéncia do desafio

alergénico pode ser inibida pelo pré-tratamento como drogas antialérgicas,
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cromoglicato de sodio e agonistas adrenérgicos beta-2 como salbutamol (Church,
1982; Howarth et al., 1985).

Outras células também podem participar na resposta asmatica precoce
como os macrofagos (Joseph et al., 1981), eosindfilos (Capron et al.,, 1981) e

plaguetas (Joseph et al., 1983).

1.3.4. Resposta asmatica tardia

As primeiras descricdes da resposta asmatica tardia datam de 1873
gquando o pesquisador Blackley em uma exposicdo acidental de pdlen no
laboratorio observou que os sintomas da asma podem ocorrer horas apos a
inalacdo do antigeno podendo persistir por alguns dias. Em 1970, Altounyan
observou que, apOs a inalacdo do alérgeno, ocorria gradual aumento da
resposta bronquial para histamina. Posteriormente, Cockcroft et al., (1977),
associaram o aumento da resposta bronquial apresentado para a histamina

com aresposta asmatica tardia.

Em geral, os fatores que promovem a reacao alérgica podem diminuir apos
uma resposta imediata ou avancar para uma resposta asmatica tardia. Estas
evidéncias sugerem que os niveis de anticorpos circulantes principalmente de IgE
podem ser importantes, pois a resposta tardia ocorre mais provavelmente em
individuos com alto grau de sensibilizacdo ao alérgeno (Robertson et al., 1974). A
magnitude da resposta precoce e portanto o nivel de reatividade das vias aéreas,

parece também ser importante no desenvolvimento subsequiente da resposta
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tardia (Hargreave et al., 1974; Cockcroft et al., 1974). Pacientes asmaticos com
alta reatividade nas vias aéreas tem mais probabilidade de desenvolver a resposta
asmatica tardia.

Na fase de inflamacdo cronica da mucosa das vias aéreas,
caracteristica da reposta tardia, temos uma confluéncia de linfécitos T,
mastocitos, eosinofilos e basofilos, associados a um estado de
hiperreatividade brénquica. Esse processo de asma alérgica crénica consta
com a continua ativacdo de mastécitos na mucosa brénquica, como
demonstrado pela presenca de triptase e histamina no liquido do lavado
broncoalveolar; pelas caracteristicas de degranulacdo quando vistas pela
microscopia eletrénica; e pelas evidéncias de sintese continua de IL-4 e IL-5.
Secretam um grande numero de mediadores, capazes de explicar ndo s6 os
sintomas de asma, mas todas as caracteristicas patolégicas presentes na
parede brénquica.

Pacientes com asma apresentam bronquios com angiogénese exacerbada,
mais vasos e maior percentual de area vascular do que ndo asmaticos. Aqueles
com asma severa apresentam um numero significantemente maior de vasos do
que portadores de asma leve ou moderada. Os capilares e vénulas apresentam
edema de suas paredes e espessamento da membrana basal subendotelial; nas
arteriolas evidenciam-se miécitos hipotroficos ou atroficos. A rede é muito rica na
lamina prépria, porém restrita entre as fibras musculares lisas onde ocorre menor
infiltracdo inflamatdria (Salvato et al., 2001).

Um achado tipico de pacientes com asma é o recrutamento, ativacdo e

infiltracdo de eosindfilos nas paredes edemaciadas dos microvasos e tecidos
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perivasculares, determinando a liberacdo de proteinas pro-inflamatérias toxicas.
Este intenso recrutamento de células inflamatérias esta associado a mudancas
estruturais vasculares mais intensas. Protrusbes musculares intra-arteriolas
presumivelmente regulam o fluxo sanguineo na rede capilar e/ou sinusoides. Esta
funcdo pode sofrer alteracbes quando ocorre o aparecimento do processo de
remodelamento da asma (Salvato et al., 2001).

Na asma grave a neovascularizacdo da mucosa tem atuacéo importante no
remodelamento brénquico, estando associada a intensa expressao tanto de
selectinas endoteliais e moléculas de adesdo pertencentes a superclasse das
imunoglobulinas. De particular importancia € a VCAM-1 (molécula de adeséo a
célula vascular) que esta sob regulacdo do TNF-a (fator de necrose tumoral - o),
IL-4 e IL-13. Atraveés de sua interagdo com a Be-integrina VLA-4, o VCAM-1 torna-
se o grande responsavel pelo recrutamento seletivo para as vias aéreas de
eosinofilos, basdfilos e linfocitos T. Na asma crdénica o nimero de microvasos na
submucosa esta aumentando como consequéncia da maior secrecdo de fatores
de crescimento vascular, incluindo a ET-1 (endotelina-1), NO (oxido nitrico) e
VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) (Salvato G, 2001).

Ocorre infiltrado inflamatério no epitélio, lamina prépria e submucosa, por
eosindfilos, células plasmaticas, fibroblastos (células-chave no processo de reparo
tecidual), predominando os eosindfilos que respondem por 5 a 50% do infiltrado
celular. Mastocitos em numero consideravel sédo encontrados na submucosa, no
epitélio e mesmo na luz brénquica, onde interagem com alérgenos inalados antes

mesmo de penetrarem no epitélio. Além disso, a asma esta associada a uma
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baixa taxa de apoptose, a qual estd em parte relacionada ao aumento da
expressdo do GM-CSF (fator de estimulacdo de colbnias de macréfagos e
granuldcitos) que parece ter um importante papel regulador na apoptose celular
(Vrugt B.,Wilson S. et al., 2000).

O dano estrutural do epitélio brébnquio é uma das caracteristicas mais
descritas em estudos post-mortem de pacientes com asma grave. As células do
epitélio colunar soltam-se de suas bases (desnudamento epitelial), provavelmente
como resultado de uma apoptose prematura, com a perda da adeséao intercelular.
A extensdo do dano epitelial relaciona-se com a gravidade da asma e com o nivel
de hiperreponsividade bronquica. A ocorréncia de hiperplasia caliciforme
provavelmente representa uma resposta compensatéria ao dano epitelial.

Outra anormalidade estrutural caracteriza-se pelo aumento do nimero de
miofibroblastos cuja magnitude correlaciona-se com a espessura subepitelial
(Barnes JB, et al.,, 1998). Como os miofibroblastos representam uma fonte bem
conhecida de colageno intersticial, € plausivel atribuir-lhes a responsabilidade de
fibrose subepitelial. A evolucdo para fibrose subepitelial pode ser um dos fatores
que contribui para obstrucdo irreversivel das pequenas vias aéreas e persisténcia
da hiperresponsividade mesmo apés tratamento com corticoide. O grau de
deposicdo subepitelial de colageno em decorréncia da proliferacdo de
miofibroblastos e conseqlente secrecdo de colageno, esta relacionado a
expressao das citocinas TGF-B; e B, (fator transformador do crescimento ), FGF
(fator de crescimento de fibroblastos) IGF-1 (fator de crescimento semelhante a

insulina-1), PDGF (fator de crescimento derivado de palquetas) ET-1 e IL-4. Os
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miofibroblastos sdo também fonte de citocinas pro-inflamatérias, incluindo as
células tronco necessarias para o crescimento, maturacdo e sobrevivéncia do
mastocito e o GM-CSF, um potente inibidor da apoptose dos eosinofilos. Os
miofibroblastos sédo altamente eficientes na manutencdo da sobrevivéncia dos
mastocitos e eosinofilos, ambos pela secrecdo de produtos sollveis e através do
contato célula-célula (Naylon B, 1992). O preciso papel do TGF-B nas vias aéreas
de asmaticos ainda esta por ser mais bem determinado, ndo havendo duvidas
entretanto, no seu envolvimento no desenvolvimento da fibrose subepitelial, onde
uma relagéo direta entre TGF-f1 mMRNA (Mohammed et al., 1996).

Assim, o processo inflamatorio parece ser fundamental para o
desenvolvimento do processo em seres humanos, estando evidente que existe
uma grande variedade de tipos celulares e mediadores que contribuem de forma
importante para o desenvolvimento da resposta asmatica tardia. Elas sé&o
responsaveis pela broncoconstricio e pelo desenvolvimento de uma
hiperreatividade inespecifica cuja associacao com a reposta asmatica tardia ainda

ndo esta bem esclarecida (Hutson, 1989).

1.4. MODELOS ANIMAIS DE ASMA

Os estudos da fisiopatologia e mecanismos envolvidos no desenvolvimento

da asma foram realizados em sua maioria a partir de modelos experimentais. E

grande a diversidade modelos animais, que sao utilizados visando mimetizar as

alteracdes observadas durante o processo asmatico. A imunizacdo a um dado
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antigeno e sua reapresentacao constiuem a base da maioria dos modelos (Jancar
et al., 1997). Assim, podemos estudar tanto in vivo como in vitro a resposta das
vias aéreas a reapresentacdo ao antigeno. Em modelos animais a sensibilizacdo a
um alérgeno especifico acarreta o desenvolvimento de processo inflamatorio
similar ao encontrado em pulmdes de pacientes asmaticos.

Primariamente, a resposta asmatica tardia foi descrita e estudada em um
modelo desenvolvido em coelhos por Shampain et al. em 1982. Os coelhos eram,
inicialmente, sensibilizados através de injecOes intraperitoniais de solucdes
contendo proteinas isoladas de Alternaria tenius, em dois grupos de animais. No
primeiro grupo a aplicacdo era realizada 24 horas ap6s o nascimento dos animais.
Neste momento ocorre a producao preferencial do anticorpo IgE para o antigeno
utilizado. No segundo grupo a aplicacdo era efetuada 7 dias ap6s o nascimento,
levando a producéo de IgE e IgG. Com a broncoprovocagéo dos dois grupos
através da inalacdo do antigeno, foi observado que os coelhos que produziram
preferencialmente apenas IgE desenvolveram obstrucao precoce e tardia das vias
aéreas. Os resultados obtidos sugeriram que imunoglbulinas IgE antigeno-
especificas sdo necessarias para iniciar o processo de desenvolvimento da asma
tardia induzida pelo antigeno e que, contrariamente, a IgG antigeno-especifica ndo
estava associada ao processo asmatico tardio (Behrens et al., 1984).

Outro estudo foi realizado para se analisar a resposta asmatica tardia.
Ratos Brow-Norway foram ativamente sensibilizados através de injecao
subcutdnea de ovoalbumina e, subsequientemente, submetidos ao desafio
antigénico por inalagbes. Os sintomas detectados foram, em alguns aspectos,

semelhantes aqueles observados para pacientes humanos. Assim, no modelo
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utilizado, a resposta broncoconstritora tardia ocorreu mesmo na auséncia da
reacao de resposta anafilatica imediata. Contudo, o desenvolvimento da resposta
tardia ndo estava associada a alteracdes na reatividade das vias aéreas (Eidelman
et al., 1988). Ratos Wistar ativamente sensibilizados com ovoalbumina também
constituem um modelo animal utilizado na investigagdo do processo asmatico
(Bellofiore & Marin, 1988; Watanabe & Mishima, 1990). A provocacdo das vias
aéreas com ovoalbumina, nesta situacao, leva claramente ao aparecimento das
duas fases aguda e tardia (Lissen et al., 1991; Martin et al., 1993; Viana & Garcia-
Leme, 1995).

Estudos histopat6logicos revelaram que a imunizacdo de camundongos
através do implante de um pequeno fragmento de ovo de galinha no tecido
subcutaneo produzia infiltragdo de eosindfilos ao nivel peribrénquico, perivascular
e intraepitelial do tecido pulmonar desses animais (Carvalho et al., 1999).

Um modelo animal que vem sendo utilizado ha alguns anos pelo seu
mimetismo da asma humana, € o desenvolvido em cobaias (Cavia porcellus,
também conhecido como ‘porquinho da india’), principalmente devido a
semelhanca existente entre as cobaias e 0s seres humanos no que tange as
respostas contrateis e relaxantes a varias substancias, ao desenvolvimento de
mediadores quimicos similares em respostas induzidas por antigenos (Collier &
James, 1967) e as alteracdes histopatologicos observadas ao nivel dos pulmdes
apos o desafio antigénico (Kallos & Kallos, 1984). O modelo de inducéo
imunoldgica das vias aéreas pela administracdo do alérgeno € frequentemente
utiizado em cobaias (Capaz et al., 1993). Cobaias ativamente sensibilizadas

apresentam reacao anafilatica que pode ser letal quando desafiadas com o
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antigeno especifico. Esta reacao foi descrita pela primeira vez em 1910 por Auer e
Lewis e estava associada a uma grave broncoconstricdo (Hutson, 1989).

No modelo com cobaias descrito por Wieslander et al. (1985), a resposta
asmatica tardia foi relativamente pequena quando comparada com a magnitude da
resposta asmatica precoce. Neste modelo os animais foram sistematicamente
sensibilizados com ovalbumina para produzirem anticorpos dos tipos IgE e IgG, e
desafiados com instilacdo de ovalbumina associada a granulos de sefarose. O
lavado bronco-alveolar dos animais revelou aumento no nimero de neutrofilos e
eosinofilos. Utilizando o mesmo procedimento Anderson et al., (1988), revelaram
importante correlacdo entre os niveis de IgE no soro e a obstru¢do bronquial
observada durante a resposta asméatica tardia e também com o numero de
eosindfilos presentes no lavado bronco-alveolar. Esses estudos demonstraram
ainda que o glicocorticéides, como a bedesonida, inibia a resposta asmética tardia
qguando administrado antes do desafio, ndo reduzia a infiltragéo celular no pulméo,
mas reduzia o extravasamento dos componentes plasmaticos. Tais resultados
sugeriram assim que a exsudacao plasmatica no pulmdo pode exercer papel
importante no desenvolvimento da resposta asmatica tardia e que tal fato pode
ocorrer como resultado da ativacao de células inflamatéria.

Em outro modelo descrito, cobaias foram sensibilizadas com uma mistura
de extrato de Ascaris suum e hidroxido de aluminio, e posteriormente desafiados
através da inalacdo deste extrato (Lijima et al., 1987). Os resultados
demonstraram que a quantidade de IgE antigeno-especifico foi significativamente
maior em animais que desenvolveram resposta tardia quando comparada a

resposta obtida para os animais que exibiram somente a resposta imediata. Nos
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animais que apresentaram a resposta tardia também foi observada infiltracdo
acentuada de eosindfilos na parede das vias aéreas. Entretanto, a desvantagem
desse modelo consiste no fato de a resposta asmatica tardia ocorrer apenas em

menos da metade dos animais estudados.

1.5. PARTICIPACAO DO CALCIO NA CONTRACAO DO MUSCULO LISO

A contragdo muscular é desencadeada por um aumento na concentragéo
de calcio livre no citoplasma, este evento pode ocorrer tanto por mecanismos
eletromecanicos como farmacomecanicos. Como exemplo de fatores positivos a
entrada do calcio por mecanismos eletromecanicos, podemos citar os canais de
calcio que sdo ativados por despolarizagdo da membrana, também chamados
dependentes de voltagem (VOC, do inglés voltage-operated channel), e como
fatores farmacomecanicos aqueles canais operados por receptores de membrana
especificos ou intracelulares independentes do potencial de acdo (ROC, do inglés
receptor-operated channel) (Cuthbert et al., 1994 ; Tansey et al., 1994).

A fibra muscular lisa ndo possui troponina, uma das proteinas reguladoras
da contracdo ativadas pelo calcio que € encontrada na fibra muscular esquelética,
em seu lugar a célula muscular lisa possui grande quantidade de calmodulina,
uma outra proteina também controlada pela presenca de célcio livre, que ao
contrario da troponina que se encontra fixada a outras proteinas contrateis, a
calmodulina se apresenta na forma livre no citosol, e ao interagir com quatro

moléculas de célcio ativa pontes cruzadas miosinicas, esta ativacao é feita através
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de fosforilacdo, que por sua vez € realizada pela enzima miosina quinase, uma
das enzimas ativadas pela calmodulina. As cadeias leves de cada estrutura da
cabeca da miosina, chamadas cadeias reguladoras, sédo fosforiladas pela miosina
quinase, também chamada MLCK (do inglés, myosin light chain kinase),
adquirindo a capacidade de se fixar ao filamento de actina, promovendo o
seguimento no processo de contracdo, apos desfosforilacéo, pela enzima miosina
fosfatase, a interacdo entre a actina e as cabecas da miosina deixa de existir,

ocorrendo desta forma o relaxamento da fibra (Guyton, 1996).

1.5.1. Fontes de célcio para contracao

Existem duas fontes principais de calcio utilizadas pelas células musculares
para a contracdo, as intracelulares e as extracelulares. A participacao relativa de
ambas as fontes difere para cada tecido ou 6rgao, sendo dependente do estimulo
contratil desencadeador ou das caracteristicas bioquimicas das células, ou ainda,
do padrdo da resposta contratil, rapida (fasica) ou mantida (tdbnica) do tecido
muscular. Os canais de membrana, pelos quais o célcio extracelular entra, sédo
classificados pelo tipo de estimulo ativador, desta forma sdo divididos em canais
dependentes de voltagem, os quais sdo ativados por variacbes definidas no
potencial de acdo de membrana, e canais operados por receptores, onde a
ocupacado de receptores de membranas por agonistas especificos leva a
alteracbes na conformacao estrutural da proteina do receptor, conferindo-lhe o
estado ativado. Caso 0 receptor ndo seja o proprio canal, a sua ativacao

transmite o sinal através de reacfes intracelulares desfechando na ativacdo de
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canais em compartimentos de armazenamento de calcio intracelulares. O principal
compartimento intracelular de armazenamento de calcio € o0 reticulo
sarcoplasmatico. Logo ap0s a liberacdo de seus estoques, 0 reticulo
sarcoplasmatico promove a captura ndo apenas do que foi liberado, como também

daquele que permeou a membrana através dos canais dependentes de voltagem.

1.6. Hiperreatividade Brénquica

Uma explicacdo para a hiperresponsividade bronquial das vias aéreas
do processo asmatico seria a existéncia de um “mecanismo nervoso
anormal” até meados do século passado. Atualmente, foi demonstrado em
experimentos laboratoriais e estudos clinicos que a hiperresponsividade
bronquial poderia ser consequUéncia da resposta inflamatdria das vias aéreas
(Barnes, 1989). Este aumento da resposta contratil da musculatura das vias
aéreas para diversos estimulos é comumente descrito e definido como
hiperreatividade inespecifica (Marthan, 1994).

As principais caracteristicas sdo consequUéncias do aumento da
expressdo de multiplas proteinas que estdo envolvidas em uma complexa
cascata inflamatoria. Dentre as proteinas inflamatdrias incluem citocinas,
guimiocinas, enzimas que produzem mediadores inflamatorios, receptores
para mediadores inflamatorios e adesdo de moléculas (Fernandes et al.,
2003). Desta forma, vérias células sao ativadas gerando um processo

caodtico ciclico, com substancias ativando e reativando outras células,
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mesmo quando a causa desencadeante ja tenha sido removida (Chung et al.,

1990).

Vale salientar que 0 aumento da expressdo da maioria das
proteinas inflamatorias é resultado de um aumento na transcricdo
genética, sendo que varios destes genes nao sao expressos em
células normais sob condi¢cdes habituais. Mudancas na transcricao
de genes sao reguladas por fatores de transcricdo. Nas doencas
inflamatérias, os fatores de transcricdo ativados por estimulos
inflamatorio (alérgenos, virus, oxidantes e citocinas) acionam genes,
determinando aumento da sintese de proteinas inflamatorias e
outras proteinas e enzimas envolvidas na ativagdo celular.

Vale salientar que o0s mecanismos fisiopatoldégicos da
hiperreatividade, assim como a natureza dos fatores que alteram as
respostas celulares envolvidas no processo asmatico continua
incompletamente esclarecido. Desta forma se torna valido o esforgo
em pesquisas nessa area, ndo s6 no intuito de compreender a
complexa e nebulosa rede bioquimica envolvida na hiperreatividade
e na fase tardia ou inflamatdria do processo asmatico, como tentar
propor mecanismos ou alvos terapéuticos para a introducao de
novos agentes farmacologicos a terapéutica da asma, ou ainda,
sugerir novas acdes farmacolégicas para farmacos ja conhecidos na
pratica clinica.

39



2. OBJETIVOS

40



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Avaliar a possivel participacdo de canais idnicos na hiperreatividade

induzida por ovalbumina em traguéias isoladas de ratos Wistar.

Objetivos Especificos
e Detectar a participacdo de canais de calcio na hiperreatividade induzida
pela sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina na resposta
contratil de traquéias isoladas de ratos ao potassio, acetilcolina e

serotonina.

e Verificar a ocorrencia de taquifilaxia na contratilidade de traquéias
isoladas de ratos, apds o desafio antigénico com ovalbumina em

traquéias isoladas de ratos.

e Evidenciar a eventual participacdo de canais de cloreto no mecanismo

de hiperreatividade induzida pela sensibilizacdo e desafio antigénico na

resposta contratil de traqueias isoladas de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando-se ratos (Rattus novergicus)
adultos, machos da variedade Wistar, pesando entre 250 e 350 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara e do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina desta
mesma Universidade. Os animais foram divididos em grupos de 6 por gaiola, e
mantidos durante uma semana no Biotério do Laboratério de Farmacologia do
Aparelho Respiratorio em periodos reversos de claro/escuro de 12 horas para
ambientacdo e aclimatacdo. Aos animais foram fornecidos &gua e racdo ad

libitum.

3.1.2. Drogas e Solucdes

e Cloreto de Calcio (Quimibras Ind. Quimicas S.A.).

e Cloreto de Potassio (Merck S.A. Ind. Quimicas).

e Hidrato de Cloral (Cromato Produtos Quimicos)

e Hidroxido de Aluminio (Sanofi Winthorp Farmacéutica Ltda.).
e Ovoalbumina (Sigma Chemical Co.).

e Serotonina (Sigma Chemical Co.).

e Acetilcolina (Sigma Chemical Co.).
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e Atropina (Sigma Chemical Co.).

e EDTA (Sigma Chemical Co.).

¢ Nifedipina (Sigma Chemical Co.).

e Solucso Fisioldgica 0,9% (NaCl QQIIE

e Solucéo de Krebs-Henseleit (mm@: NaCl 118,0; KCI 4,7; CaCl,2H,0 2,5;
KH2PO4 1,2; MgSO,7H,0 1,2; NaHCO3 25,0; Glicose 11,0

e Solucdo de Krebs-Henseleit modificada sem calcio (mmol/l): NaCl 122,4;

KCI 4,7; KH2POq4 1,2; MgSO47H20 1,2; NaHCO3 25,0; Glicose 11,0

3.1.3. Equipamentos

e Balanca para pesagem de animais (Filizola, ID-1500).

e Balanca analitica (A&D Comp.,50004)

e Bomba de aquecimento e circulacdo de dgua com temperatura controlavel
(Haake)

e Crondgrafo (Citizen Watch Co.)

e Nebulizador ultrassénico (ICEL,US-1000)

e Sistema de aquisicdo de dados acoplado a um microcomputador com
programa para “display” graficos (desenvolvidos em nosso laboratério)

e Transdutor isométrico Narco Biosistems Co., modelo F-60).

3.2. METODOS
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3.2.1. Sensibilizac&o e bronco-provocacao antigénica

A sensibilizacdo ao antigeno (ovalbumina) foi realizada ativamente através
da administracdo, por via intraperitoneal, de solucdo contendo 1 ug/ml de
ovoalbumina (OVA) e 1 mg/ml de Al(OH)s;, em solucédo salina (NaCl 0,9%) sendo
injetados 0,66 ml por animal. Este procedimento ocorreu no “dia zero”, 13 a 14
dias antes da realizagdo dos experimentos, e este grupo de animais foi definido
como sensibilizados.

Alguns grupos de animais sensibilizados foram submetidos, imediatamente
apos o termino do periodo de sensibilizagdo, a bronco-provocacao antigénica. A
bronco-provocacao ocorreu zero ou 24 horas antes dos experimentos. Para tal, os
animais foram colocados em uma caixa acrilica medindo 20 x 30 x 21 cm, que
continha dois orificios para a circulacdo de ar, um dos quais era acoplado um
nebulizador ultrassonico e expostos a nebulizacdo de OVA durante 30 minutos.
Este periodo de 30 minutos foi dividido em duas sessdes seqienciais de 15
minutos cada. Na primeira sesséo foi utilizada OVA na concentracdo de 1 mg/ml e
na segunda sessdo de 5 mg/ml, estes animais receberam a definicdo de
desafiados. Alguns grupos de animais desafiados, receberam injecdes
intraperitoneais de solucdo de metilsergida (1 mg/ml) na dose de 1mg/kg 40
minutos antes da broncoprovocacéo.

Os animais controle receberam no momento da sensibilzacdo injecdes
intraperitoneais de solucdo salina, e aqueles que serviram de controle para os
grupos desafiados, além de inje¢cdes de solugcdo salina no momento da

sensibilizacdo, foram submetidos também 13 a 14 dias apds, a duas inalacdes
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sucessivas de solucédo salina de 15 minutos cada, totalizando 30 minutos, no

momento do desafio dos aninais teste.

3.2.2. Avaliacao da contratilidade da musculatura traqueal

Os animais foram inicialmente anestesiados pela administracédo
intraperitoneal de hidrato de cloral (400 mg/Kg), que foi escolhido por causar
menos efeitos sobre as vias aéreas e menos estresseno animal, e a seguir, foram
colocados na posicdo de decubito dorsal para a excisdo da traquéia. Apos a
remocao da traqueia os animais foram sacrificados por exsanguinacao, através de
seccdo da artéria aorta abdominal. A regido cervico-toraxica anterior foi aberta
cirurgicamente a traquéia foi entdo, removida cuidadosamente e levada a uma
placa de petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit aerada com mistura
carbogénica (95% 0O,/5% CO,) onde foi também cuidadosamente removido o
tecido conectivo. Segmentos das traquéias, com aproximadamente 0,5 cm de
comprimento foram entdo montados sob a forma de anéis em cubas para 6rgaos
isolados com capacidade de 10 ml contendo solucédo de Krebs-Henseleit aerada
com mistura carbogénica e foram mantidas a temperatura de 36,5 + 0,2 °C. A
tensao inicial aplicada a traquéia foi de 1 gF e mantida neste nivel por um periodo
de 50 minutos para que se atingisse o equilibrio do sistema. Neste periodo a
tensdo era ajustada a 1 gF, a cada 15 minutos, sendo também o liquido nutritivo
trocado.

As contracdes isométricas foram registradas por intermédio de um

transdutor de forca, acoplado a uma placa de aquisicdo de dados analdgico-digital.
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Os dados provenientes do transdutor e adquiridos Eia placa eram transferidos e
registrados em um microcomputador, que permitia a obtencdo, em gramas de
tensdo, da forca gerada na contracdo desenvolvida pela preparacdo. O registro
das contracbes musculares foi realizado através de programa especifico de
aquisicdo e armazenamento de dados referende a forca desenvolvida pela
preparacao, sendo este software inteiramente desenvolvido em nosso laboratorio.
Em cada sessdo experimental foram montadas duas preparacdes ao
mesmo tempo, uma com traqueéias oriundas de animais do grupo controle, e outra
com traquéias provenientes de animais do grupo experimental. A ordem em que
as traquéias eram montadas para o ensaio era alternada em cada sessao, ou seja,
caso na sessdo anterior houvesse sido montada inicialmente uma traquéia
controle e uma experimental, nesta sessdo a ordem era invertida, a traquéia do
grupo experimental era montada primeiro. Este procedimento proporcionava
também alternancia dos sistemas utilizados para registro das contra¢des (cuba
para érgao isolado + transdutor + canal do “software” utilizado), pois sempre se
iniciava a montagem pelo sistema e canal A e a seguir pelo B. Assim se em uma
sessao o sistema “A” registrava o grupo experimental e o “B” o controle, na sessao
seguinte ocorria a inversao registrando o “B” o experimental e “A” o controle. A
intencdo destes procedimentos era fazer com que as condicbes experimentais
(liquido de incubacéo, solucdo dos agonistas e antagonista utilizadas etc.) fossem
as mesmas para os dois grupos. A alternancia dos sistemas prevenia, eventuais
diferencas entre os dois sistemas de registro, apesar de a calibracdo mostrar

perfeita equivaléncia entre os dois canais.
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3.2.3. Curvas concentracao-efeito para a acetilcolina, serotonina e
potassio

As curvas concentracao-efeito (CCE) foram obtidas utilizando-se o método
cumulativo (Van Rossoum, Van den Bring, 1963)5&330 o tecido se apresentasse
absolutamente quiescente por um periodo de 60 segundos ap0s a administracdo
de um dado agonista, consideramos a resposta contratil igual a zero. No entanto,
quando a resposta era detectada visualmente, tanto pelo tracado ascendente da
linha de registro, como pelo valor numeérico da tensdo desenvolvida (gramas de
tensdo) aguardava-se tempo suficiente para que se formasse um “plateau” o que
levava aproximadamente 90 segundos. As concentracfes eram adicionadas
sucessivamente e, em seguida a formacao do “plateau”, acrescidas de um fator
igual a 3 (equivalente a meia unidade em escala logaritmica). Todas as traquéias
isoladas foram utilizadas em apenas uma sessdo experimental. Ao final dos
experimentos as traquéias foram pesadas e seus pesos comparados com a

resposta desenvolvida (dados ndo mostrados).

3.2.4. Curvas concentracao-efeito para o calcio

ApoOs o periodo de equilibrio de 50 minutos, em solucdo de Krebs-Henseleit
tal como descrito acima, o liquido nutritivo foi trocado por solucdo de Krebs-
Henseleit modificada sem célcio e com EDTA (10 M), nifedipina (10 M), atropina
(10° M) e indometacina (107 ME minutos apoés a troca do liquido de incubacao
foi obtida a resposta contratil inicial induzida pela acetilcolina (10* M), ou pela

serotonina (10 M) ou pelo KCI (60 mM). Apds a estabilizaco da resposta com a
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formacdo do “plateau” foi adicionado CaCl, em concentracdes crescentes
(acrescidas de um fator 3, 107 a 10 M) obtendo-se assim a CCE ao célcio. Nos
experimentos nos quais o KCI foi agonista utilizado para a resposta contractil

inicial ndo foi usada nifedipina.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo estatistica entre as médias foi realizada através do teste “t”
de Student, e quando necessario (trés ou mais grupos) com a analise de variancia
de Fischer-Snedecor. Os softwares Microcal Oringin v.5.0 e Graph Pad Prism
v.3.0 foram utilizados para aplicacdo dos testes estatisticos. Os resultados foram
expressos sob a forma de média + erro padrao da média (EPM). As CE50 obtidas
foram comparadas através da média geomeétrica dos experimentos individuais
para um intervalo de confianca (I.C.) de 95%. Probabilidades iguais ou inferiores a
5% (p<0.05) foram aceitas como indicativas de diferenca significativa entre os

grupos.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da sensibilizacdo com a OVA na resposta induzida pelo potassio

em traquéia isolada de rato

As CCE, obtidas para o potassio, com traquéias isoladas de ratos
controles e sensibilizados a OVA séo apresentadas na figura 0la. A tabela 01
apresenta os respectivos valores das CEsp e RM. A aplicagdo cumulativa de
KCI (102 a 10" M) na solucdo extracelular produziu, de maneira dependente
de concentracdo (p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento de forga contratil cuja
resposta maxima foi atingida na concentracdo de 100 mM, tanto nos animais
controle como nos animais sensibilizados. Podemos observar que néo
houve alteracéo significativa nem na RM nem na CEsg obtidas em traquéias
de animais sensibilizados, em relacdo & RM e a CEsg, respectivamente, das

traquéias do grupo controle.

4.2. Efeito da sensibilizacéo e do desafio antigénico com OVA 24 horas antes
dos experimentos na resposta induzida pelo potassio em traquéia isolada de

rato

As CCE, obtidas para o potassio 24 horas ap6s o desafio antigénico,
em traquéias isoladas de ratos controle ou sensibilizados e desafiados com
OVA (SD24), sdo apresentadas na figura 0lb. A tabela 01 apresenta os

respectivos valores das CEsp e RM. A aplicacdo cumulativa de potassio (103
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a 10! M) produziu, de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001,
ANOVA), desenvolvimento de contracdo tanto nos animais controle como
nos animais SD24. A forca maxima foi atingida em ambos os grupos com 100
mM de potassio. Podemos observar que houve aumento significativo (p <
0,01, teste "'t de Student) de 139,21% na RM obtida em traquéias de animais
SD24, em relagcdo a RM das CCE obtidas com traquéias do grupo controle. A
comparacao estatistica revelou alteracao significativa entre os valores de

CExso.

4.3. Efeito da sensibilizacdo a OVA na resposta contratil induzida pela adicao
de Ca** em traquéia isolada de rato mantida em solucado extracelular rica em

potassio, sem Ca?* e na presenca de atropina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por KCI (60 mM), em traquéias isoladas de ratos controles e
sensibilizados com OVA séo apresentadas na figura 02a. A tabela 02 apresenta os
valores das CEs; e RM. A adicdo de Ca®", na solucéo extracelular sem célcio e
com EDTA, na presenca de alto potassio e atropina (10° M), de maneira
dependente de concentragédo (p < 0,001, ANOVA), produziu contracbes cuja RM
foi atingida na concentracdo de 10 mM. Podemos observar que ndo houve
alteracdo significativa na RM nas CCE obtidas em traquéia de animais
sensibilizados, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéia do grupo controle.
Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na comparacao entre o0s

valores de CEs.
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4.4. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas antes
dos experimentos na resposta contratil induzida pela adicdo de Ca?* em
traquéia isolada de rato mantida em solucdo extracelular rica em potassio,

sem Ca®" e na presenca de atropina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 10° M), ap6s contracéo
induzida por KCI (60 mM) 24 horas ap0s o desafio antigénico, em traguéia
isolada de ratos controle ou sensibilizados e desafiados com OVA (SD24)
sdo apresentadas na figura 02b. A tabela 02 apresenta os valores das CEsg €
RM. A adicdo de Ca**, na solucdo extracelular sem célcio e com EDTA, na
presenca de alto potassio e atropina (10° M), de maneira dependente de
concentracdo (p < 0,001, ANOVA), produziu contracdes cuja RM foi atingida
na concentracdo de 10 mM. Podemos observar que houve aumento
significativo (p<0,01, teste “t” de Student) de 135,71% na RM obtida em
traquéia de animais sensibilizados, em relagcdo a RM obtida com traquéia do
grupo controle. Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na

comparacao entre os valores de CEsp.

4.5. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA imediatamente
antes dos experimentos na resposta contratil induzida pela adicdo de Ca®*
em traquéia isolada de rato mantida em solucdo extracelular rica em

potassio, sem Ca?* e na presenca de atropina
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As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 10° M), ap6s contracéo
induzida por KCI (60 mM) imediatamente ap6s o desafio antigénico, em
traquéia isolada de ratos controles ou sensibilizados e desafiados com OVA
(SDO) séao apresentadas na figura 03. A tabela 03 apresenta os valores das
CEso e RM. A adicéo de Ca?*, na solucéo extracelular sem célcio e com EDTA,
na presenca de alto potassio e atropina (10° M), de maneira dependente de
concentracdo (p < 0,001, ANOVA), produziu contracdes cuja RM foi atingida
na concentracdo de 10 mM. Podemos observar que houve aumento
significativo (p < 0,01, teste "t de Student) de 103,57% na RM obtida em
traquéia de animais sensibilizados, em relacdo a RM das CCE obtidas com
traquéia do grupo controle. Nota-se ainda que nao ocorreu alteracéo

significativa na comparacéao entre os valores de CExso.

4.6. Efeito da sensibilizacdo a ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela

acetilcolina em traquéia isolada de rato

As curvas concentracdo-efeito (CCE), obtidas para a acetilcolina, com
traquéia isoladas de ratos controles e sensibilizados a OVA séo
apresentadas na figura 04a. A tabela 04 apresenta os valores das
concentragdes efetivas 50% (CEsp) e respostas maximas (RM) para estes
experimentos. A aplicacdo cumulativa de acetilcolina (102 a 10° M) produziu,
de maneira dependente de concentragcdo (p < 0,001, ANOVA),
desenvolvimento de forca contratil cuja resposta maxima foi atingida na

concentracdo de 1 mM, tanto nos animais controle como nos animais
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sensibilizados. Podemos observar gue houve aumento significativo (p < 0,01,
teste T de Student) de 16,81% na RM, em relacdo a RM obtida no grupo

controle, embora ndo tenha havido alteracéo significativa da CEso.

4.7. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas antes
dos experimentos na resposta induzida pela acetilcolina em traguéia isolada

de rato

As CCE, obtidas para a acetilcolina 24 horas apés o desafio
antigénico, em traquéias isoladas de ratos controle ou sensibilizados e
desafiados com OVA (SD24), sdo apresentadas na figura 04b. A tabela 04
apresenta os respectivos valores das CEsp e RM. A aplicagcdo cumulativa de
acetilcolina (10® a 10 M) produziu, de maneira dependente de concentracéo
(p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento de forca contratil tanto nos animais
controle como nos animais SD24. A for¢ca maxima foi atingida em ambos os
grupos com 1 mM de acetilcolina. Podemos observar que houve aumento
significativo (p < 0,01, teste “t” de Student) de 67,29% na RM obtida em
traquéias de animais SD24, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéias
do grupo controle. Nota-se ainda que nédo ocorreu alteracdo significativa na

comparacao entre os valores de CEsp.

4.8. Efeito do acido niflimico na resposta induzida pela acetilcolina em
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente

imediatamente antes dos experimentos com OVA
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As CCE, obtidas para a acetilcolina 24 horas apds o desafio antigénico na
presenca de &cido niflimico (10 M), em traquéia isolada de ratos sensibilizados
(controle) ou sensibilizados e desafiados com OVA sao apresentadas na figura 05.
A tabela 05 apresenta os valores das CEsp e respostas maximas (RM). A
aplicacdo cumulativa de acetilcolina (10® a 10° M) produziu, de maneira
dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento de forca
contratil tanto nos animais controle como nos animais SD24AN. Podemos
observar que o acido niflumico nao alterou a hiperreatividade induzida por OVA na
resposta obtida para a acetilcolina. As CCE obtidas com traquéias isoladas de
animais do grupo teste apresentaram aumento significativo (p<0,01, teste “t” de
Student) de 16,78% na RM das CCE obtidas em traquéias de animais
sensibilizados e desafiados, em relacdo a RM das CCE obtidas com o grupo
controle. Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo estatisticamente significativa

nos valores de CExsy.

4.9. Efeito da sensibilizacdo & OVA na resposta contréatil induzida por Ca®*
em traquéia isolada de rato mantida em solucdo zero Ca®* na presenca de

acetilcolina e nifedipina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por acetilcolina (10” M), em traquéias isoladas de ratos controles e
sensibilizados com OVA séo apresentadas na figura 06a. A tabela 06 apresenta os

valores das CEs; e RM. A adicdo de Ca®", na solucéo extracelular sem célcio e
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com EDTA, na presenca de acetilcolina e nifedipina (10° M), de maneira
dependente de concentracédo (p < 0,001, ANOVA), produziu contracfes cuja RM
foi atingida na concentracdo de 10 mM. Podemos observar que ndo houve
alteracdo significativa da RM nas CCE obtidas em traquéia de animais
sensibilizados, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéia do grupo controle.
Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na comparacao entre o0s

valores de CEs.

4.10. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas
antes dos experimentos na resposta contrétil induzida por Ca®* em traquéia
isolada de rato mantida em solucdo zero Ca®" na presenca de acetilcolina e

nifedipina

As CCE, médias obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apés
contracdo induzida por acetilcolina (10* M) 24 horas ap6s o desafio
antigénico, em traquéias isoladas de ratos controle ou sensibilizados e
desafiados com OVA (SD24) sao apresentadas na figura 06b. A tabela 06
apresenta os valores das CEs e RM. A adicdo de Ca®', na solucéo
extracelular sem célcio e com EDTA, na presenca de acetilcolina e nifedipina
(10® M), de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA),
produziu contragfes com RM na concentracdo de 10 mM. Podemos observar
gue houve aumento significativo (p<0,05, teste 't de Student) de 57,14% na

RM obtida em traquéia de animais sensibilizados, em relacdo a RM das CCE
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obtidas com tragquéia do grupo controle. Nota-se ainda que n&o ocorreu

alteracao significativa na comparacao entre os valores de CEsy.

4.11. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA
imediatamente antes dos experimentos na resposta contratil induzida por
Ca’* em traquéia isolada de rato mantida em solucéo zero Ca®" na presenca

de acetilcolina e nifedipina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por acetilcolina (10* M) imediatamente apds o desafio antigénico, em
traquéia isolada de ratos controle ou sensibilizados e desafiados com OVA (SDO)
sao apresentadas na figura 07. A tabela 07 apresenta os valores das CEsp € RM.
A adicdo de Ca*, na solugéo extracelular sem célcio e com EDTA, na presenca
de acetilcolina e nifedipina (10° M), de maneira dependente de concentracéo (p <
0,001, ANOVA), produziu contracbes com RM na concentracdo de 10 mM.
Podemos observar que houve reducao significativa (p<0,05, teste “t” de Student)
de 48,06% na RM nas CCE obtidas em traguéia de animais sensibilizados, em
relacdo a RM das CCE obtidas com traquéia do grupo controle. Nota-se ainda que

nao ocorreu alteragcao significativa na comparacéo entre os valores de CEsg.

4.12. Efeito da sensibilizacdo a OVA naresposta induzida pela serotonina em

traquéia isolada de rato
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As CCE, obtidas para a serotonina, com traquéias isoladas de ratos
controles e sensibilizados a OVA sao apresentadas na figura 08a. A tabela 08
apresenta os respectivos valores das CEsp € RM. A aplicagcdo cumulativa de
serotonina (107 a 10 M) diretamente na cuba de superperfusdo produziu, de
maneira dependente de concentracao (p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento
de contracdo cuja resposta maxima foi atingida na concentracdo de 0,1 mM,
tanto nos animais controle como nos animais sensibilizados. Podemos
observar que houve aumento significativo (p < 0,01, teste 't de Student) de
17,82% na RM, em relacdo a RM obtida no grupo controle. Nota-se ainda que

ndo ocorreu alteracao significativa na comparacao entre os valores de CEs.

4.13. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas
antes dos experimentos na resposta induzida pela serotonina em traquéia

isolada de rato

As CCE, obtidas para a serotonina 24 horas ap0s o desafio antigénico,
em traquéia isolada de ratos controle ou sensibilizados e desafiados com
OVA (SD24), sao apresentadas na figura 08b. A tabela 08 apresenta os
respectivos valores das CEsp e RM. A aplicacdo cumulativa de serotonina (10
" a 10* M) produziu, de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001,
ANOVA), desenvolvimento de forca contratil tanto nos animais controle
como nos animais SD24. A forca maxima foi atingida em ambos 0os grupos

com 0,1 mM de serotonina. Podemos observar que houve aumento

significativo (p < 0,01, teste "t de Student) de 146,66% na RM obtida em
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traquéias de animais SD24, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéias
do grupo controle. Nota-se ainda que nédo ocorreu alteracdo significativa na

comparacao entre os valores de CEsp.

4.14. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas
antes dos experimentos na resposta induzida pela serotonina em traquéia

isolada de ratos tratados com metilsergida

As CCE, obtidas para a serotonina 24 horas apos o desafio, em traquéias
isoladas de ratos controle ou sensibilizados e desafiados com OVA tratados com
metilsergida (SD24M) 40 minutos antes do desafio sdo apresentadas na figura
09a. A tabela 09 apresenta os valores das CEsp e RM. A aplicacdo cumulativa de
serotonina (10”7 a 10* M) produziu, de maneira dependente de concentracéo (p <
0,001, ANOVA), desenvolvimento de forca contratil tanto nos animais controle
como nos animais SD24M. O aumento de 38,46% na RM obtida em traquéia de
animais SD24M, em relagdo a RM obtida no grupo controle n&do foi significativo.
Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na comparacao entre o0s

valores de CEs.

4.15. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA

imediatamente antes dos experimentos na resposta induzida pela serotonina

em traquéia isolada de ratos tratados com metilsergida
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As CCE, obtidas para a serotonina imediatamente apds o desafio, em
traguéias isoladas de ratos apenas sensibilizados (controle) e os sensibilizados e
desafiados com OVA tratados com metilsergida (SDOM) 40 minutos antes do
desafio sdo apresentadas na figura 09b. A tabela 09 apresenta os valores das
CEso e RM. Podemos observar que houve reducéo significativa (p < 0,01, teste “t”
de Student) na RM obtida em traquéia de animais SDOM, em relacdo a RM obtida
com traquéia do grupo controle. Nota-se ainda que n&o ocorreu alteracao

significativa ha comparacéao entre os valores de CEso.

4.16. Efeito da nifedipina na resposta induzida pela serotonina em traquéias
isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente com OVA 24

horas antes dos experimentos

As CCE, obtidas para a serotonina 24 horas ap0s o desafio antigénico, em
traquéia isolada de ratos sensibilizados (controle) ou sensibilizados e desafiados
com OVA (SD24N) sao apresentadas na figura 10a. A tabela 10 apresenta os
valores das CEsp € RM. A aplicacdo cumulativa de serotonina (107 a 10™ M)
produziu, de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA),
desenvolvimento de forca contratil tanto nos animais controle como nos animais
SD24N. Podemos observar que houve reducéo significativa (p<0,01, teste “t” de
Student) de 48,58% na RM das CCE obtidas em traquéias de animais desafiados,
em relacdo a RM das CCE obtida com o grupo controle. Nota-se ainda que néo

ocorreu alteragéo estatisticamente significativa na comparac¢ao das CExso.
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4.17. Efeito do acido niflimico na resposta induzida pela serotonina em
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente

imediatamente antes dos experimentos OVA

As CCE, obtidas para a serotonina 24 horas apds o desafio antigénico na
presenca de &cido niflimico (10 M), em traquéia isolada de ratos sensibilizados
(controle) ou sensibilizados e desafiados com OVA (SD24AN) sdo apresentadas
na figura 10b. A aplicacdo cumulativa de serotonina (107 a 10 M) produziu, de
maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento de
forca contrétil tanto nos animais controle como nos animais SD24AN. A tabela 10
apresenta os valores das CEsp e RM. Podemos observar que houve reducdo de
21,10% embora néo significativa na RM das CCE obtidas em traquéia de animais
desafiados, em relacdo as RM das CCE obtidas com o grupo controle. Nota-se
ainda que ndo ocorreu alteracao significativamente estatistica na comparacao das

CEso.

4.18. Efeito da sensibilizacdo & OVA na resposta contratil induzida por Ca*
em traquéia isolada de rato mantida em solucdo zero Ca®* na presenca de

serotonina e nifedipina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por serotonina (10 M), em traquéias isoladas de ratos controles e
sensibilizados com OVA séo apresentadas na figura 11a. A tabela 11 apresenta os

valores das CEs; e RM. A adicdo de Ca®", na solucéo extracelular sem célcio e
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com EDTA, na presenca de serotonina e nifedipina (10° M), de maneira
dependente de concentracédo (p < 0,001, ANOVA), produziu contraces cuja RM
foi atingida na concentracdo de 10 mM. Podemos observar que ndo houve
alteracdo significativa da RM nas CCE obtidas em traquéia de animais
sensibilizados, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéia do grupo controle.
Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na comparacao entre o0s

valores de CEs.

4.19. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas
antes dos experimentos na resposta contrétil induzida por Ca®* em traquéia
isolada de rato mantida em solucéo zero Ca®* na presenca de serotonina e

nifedipina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por serotonina (10 M) 24 horas ap6s o desafio, com traquéia isolada de
ratos controle ou sensibilizados e desafiados com OVA (SD24) sé&o apresentadas
na figura 11b. A tabela 11 apresenta os valores das CEso e RM. A adicédo de Ca*,
na solucdo extracelular sem célcio e com EDTA, na presenca de serotonina e
nifedipina (10° M), de maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA),
produziu contragbes com RM na concentragao de 10 mM. Podemos observar que
ndo houve alteracdo significativa na RM obtida em traquéia de animais
sensibilizados, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéias do grupo
controle. Nota-se ainda que ndo ocorreu alteracao significativa na comparagao

entre os valores de CEsy.
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4.20. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA 24 horas
antes dos experimentos na resposta contratil induzida por Ca®* em traquéia,
mantida em solucdo zero Ca?* na presenca de serotonina e nifedipina,

isolada de ratos tratados com metilsergida

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por serotonina (10* M) 24 horas ap6s o desafio, em traquéia isolada de
ratos tratados com metilsergida (1 mg/Kg) controles ou sensibilizados e desafiados
com ovalbumina OVA (SD24M) sédo apresentadas na figura 12. A tabela 12
apresenta os valores das CEso € RM. A adicdo de Ca**, na solucdo extracelular
sem célcio e com EDTA, na presenca de serotonina, nifedipina (10° M), de
maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA), produziu contracdes
com RM na concentragdo de 10 mM. Podemos observar que houve aumento de
40,47%, embora ndo significativo na RM nas CCE obtidas em traquéia de animais
desafiados, em relacdo a RM das CCE obtidas com traquéias do grupo controle.

Nota-se ainda que nao ocorreu alteragao significativa nos valores de CEsy.

4.21. Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico OVA 24 horas antes dos
experimentos na resposta contratil ao calcio que teve sua entrada induzida
pela serotonina em traguéias isoladas de ratos mantidas em LN sem

nifedipina
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As CCE, obtidas para a serotonina 24 horas apds o desafio, em traquéia
isolada de ratos sensibilizados (controle) e sensibilizado e desafiado com OVA sao
apresentadas na figura 13. A tabela 13 apresenta os valores das CEsg e respostas
maximas (RM). A aplicacdo cumulativa de serotonina (10”7 a 10* M) produziu, de
maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA), desenvolvimento de
forca contratil tanto nos animais controle como nos animais SD24. Podemos
observar que houve aumento significativo (p<0,01, teste “t” de Student) de
51,85% na RM da CCE obtida em traquéia de animais desafiados, em relacédo a
RM obtida com o grupo controle. Nota-se ainda que ndo ocorreu alteracdo de

CEso.

4.22. Efeito da sensibilizacdo e do desafio antigénico com OVA
imediatamente antes dos experimentos na resposta contratil induzida por
Ca?* em traquéia isolada de rato mantida em solucéo zero Ca®" na presenca

de serotonina e nifedipina

As CCE, obtidas pela adicdo de calcio (107 a 102 M), apdés contragéo
induzida por serotonina (10™“M) imediatamente ap6és o desafio antigénico, em
traquéia isolada de ratos apenas sensibilizados (controles) ou sensibilizados e
desafiados com ovalbumina (SDO) sdo apresentadas na figura 14. A tabela 14
apresenta os valores das CEso € RM. A adicdo de Ca**, na solucéo extracelular
sem célcio e com EDTA, na presenca de serotonina e nifedipina (10° M), de
maneira dependente de concentracdao (p < 0,001, ANOVA), produziu contracdes

com RM na concentragdo de 10 mM. Podemos observar que houve reducgéo
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significativa (p<0,05, teste “t” de Student) de 66,66% da RM obtida em traquéia de
animais sensibilizados, em relacdo a RM obtida com traquéia do grupo controle.

Nota-se ainda que nao ocorreu alteracdo significativa na comparacao entre o0s

valores de CEs.
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Figura 01. (a) Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pelo
potassio (KCI) em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SENS)
foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo
OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). A resposta contratil foi obtida através da adi¢cdo de potassio

(KCl) (10-3 -10-1 M) ao liquido nutritivo. O nimero de experimentos esta indicado entre
parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.

(b) Efeito da sensibilizacéo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta contratil
induzida pelo potassio em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados
(SD24) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo
contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos
experimentos e consistiu em duas inala¢cdes consecutivas de OVA nas concentra¢des de 1mg/ml e
5mg/ml. A resposta contrétil foi obtida através da adi¢do de potassio (KCI) (10-3 -10-1 M) ao liquido
nutritivo. O ndmero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais
representam os E.P.M.**p<0,01.
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Figura 02. (a) Efeito da sensibilizacdo antigénica com ovalbumina (OVA) na resposta contratil ao célcio
gue teve sua entrada induzida pelo KCI em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados
(SENS) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucéo contendo
OVA (Img/ml) e AI(OH)3 (Img/ml). A resposta contrétil foi obtida através da adicdo de KCI (60mM) por trés
vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN) e apés a estabilizacdo da resposta a ultima adicao de
KCI, era adicionado CaCl2 (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O numero de experimentos esta indicado entre
parénteses. As barras verticais representam os E.P.M

(b) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta contratil ao célcio
gue teve sua entrada induzida pelo KCI em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e
desafiados (SD24) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo
contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos
e consistiu em duas inalacdes consecutivas de OVA nas concentracdes de 1mg/ml e 5mg/ml. A resposta
contratil foi obtida através da adicdo de KCI (60mM) por trés vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo
(LN) e ap6s a estabilizagéo da resposta a ultima adi¢do de KCI, era adicionado CaCl, (10-7 M — 10-2 M) ao
LN. O numero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais representam o0s
E.P.M.*p<0,05.
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Figura 03. Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA)
imediatamente antes dos experimentos na resposta contratil ao calcio que teve sua entrada
induzida pelo KCI em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SDO)
foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo
OVA (Img/ml) e AI(OH)3 (Img/ml). O desafio antigénico ocorreu imediatamente antes dos
experimentos e consistiu em duas inala¢cdes consecutivas de OVA nas concentra¢des de 1mg/ml e
5mg/ml. A resposta contratil foi obtida através da adigdo de KCI (60mM) por trés vezes intercaladas
pela troca do liquido nutritivo (LN) e ap0s a estabilizacdo da resposta a ultima adi¢do de Ach, era
adicionado CaCl, (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O nimero de experimentos esta indicado entre
parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.*p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 04. (a) Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela acetilcolina em
traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SENS) foram injetados 14 a 21 dias
antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).. A
resposta contrétil foi obtida através da adicdo de acetilcolina (Ach) (10-8 -10-3 M) ao liquido nutritivo. O
namero de experimentos esté indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.*p<0,05.
(b) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela
acetilcolina em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SD24) foram injetados
13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1mg/ml) e Al(OH)3
(Img/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos e consistiu em duas inala¢des
consecutivas de OVA nas concentracdes de 1mg/ml e 5mg/ml. A resposta contratil foi obtida através da
adicéo de acetilcolina (Ach) (10-8 -10-3 M) ao liquido nutritivo. O nimero de experimentos esta indicado entre
parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.**p<0,01

70



—@— SENS (6)
;, —@— SD24 + Acido Niflimico (6)

*%*
**
1,6 1
*
1,2 1
S
0.8 - **
*%
0,4 1
*%*
0,0 ‘'@ @ @
-8 -7 -6 5 -4 -3
Log [ACh ] M

Figura 05. Efeito do acido niflimico na resposta induzida pela acetilcolina em traquéias
isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente com ovalbumina (OVA). Os
animais sensibilizados e desafiados (SD24+Acido Niflimico) foram injetados 13 a 14 dias antes
dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solug&o contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).
O desafio antigénico ocorreu dos experimentos e consistiu em duas inala¢cdes consecutivas de
OVA nas concentragbes de 1mg/ml e 5mg/ml, os animais controle (SENS) foram apenas
sensibilizados. A resposta contrétil foi obtida através da adi¢do de acetilcolina (Ach) (10-8 -10-3 M)
ao liquido nutritivo apds a adicdo de acido niflimico (10-4M). O numero de experimentos esta
indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M. **p<0,01.
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Figura 06. (a) Efeito da sensibilizacdo antigénica com ovalbumina (OVA) na resposta contrétil ao célcio
gue teve sua entrada induzida pela acetilcolina em traquéias isoladas de ratos. Os animais
sensibilizados (SENS) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solugdo
contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). A resposta contratil foi obtida através da adicdo de acetilcolina
(Ach) (10-4 M) por trés vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN) e apds a estabilizagdo da
resposta & ultima adig&o de Ach, era adicionado CaCl2 (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O nimero de experimentos
esté indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.

(b) Efeito da sensibilizagdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta contratil ao céalcio
gque teve sua entrada induzida pela acetilcolina em traquéias isoladas de ratos. Os animais
sensibilizados e desafiados (SD24) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de
uma solucao contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos
experimentos e consistiu em duas inala¢des consecutivas de OVA nas concentrag@es de 1mg/ml e 5mg/ml. A
resposta contratil foi obtida através da adicdo de acetilcolina (Ach) (10-4 M) por trés vezes intercaladas pela
troca do liquido nutritivo (LN) e ap6s a estabilizagdo da resposta a ultima adi¢céo de Ach, era adicionado CaCl,
(10-7 M — 10-2 M) ao LN. O namero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais
representam os E.P.M.*p<0,05.
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Figura 07. Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA)
imediatamente antes dos experimantos naresposta contratil ao calcio que teve sua entrada
induzida pela acetilcolina em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e
desafiados (SDO) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma
solucdo contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu imediatamente
antes dos experimentos e consistiu em duas inala¢gfes consecutivas de OVA nas concentragfes de
1mg/ml e 5mg/ml. A resposta contratil foi obtida através da adicdo de acetilcolina (Ach) (10-4 M)
por trés vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN) e ap0s a estabilizacdo da resposta a
ultima adigdo de Ach, era adicionado CacCl, (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O nimero de experimentos
estéa indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.*p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 08. (a) Efeito da sensibilizacdo com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela serotonina em
traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados (SENS) foram injetados 13 a 14 dias antes dos
experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucéo contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).. A resposta

contratil foi obtida através da adicdo de serotonina (5-HT) (10-8 -10-3 M) ao liquido nutritivo. O nimero de
experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.**p<0,01

(b) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela
serotonina em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SD24) foram injetados
13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solugdo contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3
(Img/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos e consistiu em duas inalacdes
consecutivas de OVA nas concentragdes de 1mg/ml e 5mg/ml. A resposta contratil foi obtida através da
adicdo de serotonina (5-HT) (10-7 -10-4 M) ao liquido nutritivo. O nimero de experimentos esta indicado entre
parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.**p<0,01
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Figura 09. (a) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta
induzida pela serotonina em traquéias isoladas de ratos tratados com metilsergida. Os animais
sensibilizados e desafiados (SD24+Metilsergida) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com
0.66 ml (i.p.) de uma solugdo contendo OVA (Img/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24
horas antes dos experimentos e consistiu em duas inala¢gdes consecutivas de OVA nas concentracdes de
1mg/ml e 5mg/ml, 40 minutos antes do desafio os animais receberam injecdo de solugdo de metilsergide
(Img/kg). O numero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais representam o0s
E.P.M.

(b) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta induzida pela
serotonina em traquéias isoladas de ratos tratados com metilsergida. Os animais sensibilizados e
desafiados (SDO+Metilsergida) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma
solucdo contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu imediatamente antes dos
experimentos e consistiu em duas inalages consecutivas de OVA nas concentragdes de 1mg/ml e 5mg/ml,
40 minutos antes do desafio os animais receberam injecéo de solucdo de metilsergide (1mg/kg). A resposta
contrétil foi obtida através da adicéo de serotonina (5-HT) (10-7 -10-4 M) ao liquido nutritivo. O namero de
experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M. *p<0,05
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Figura 10. (a) Efeito da nifedipina na resposta induzida pela serotonina em traquéias isoladas de ratos
sensibilizados e desafiados antigenicamente com ovalbumina (OVA). Os animais sensibilizados e
desafiados (SD24+Nifedipina) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma
solugdo contendo OVA (1Img/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu dos experimentos e
consistiu em duas inalagdes consecutivas de OVA nas concentra¢cBes de 1mg/ml e 5mg/ml, os animais
controle (SENS) foram apenas sensibilizados. A resposta contratil foi obtida através da adi¢cdo de serotonina
(5-HT) (10-7 -10-4 M) ao liquido nutritivo apés a adigéo de nifedipina (10-6M). O nimero de experimentos esta
indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.**p<0,01.

(b) Efeito do acido niflumico na resposta induzida pela serotonina em traquéias isoladas de ratos
sensibilizados e desafiados antigenicamente com ovalbumina (OVA). Os animais sensibilizados e
desafiados (SD24+Acido Niflimico) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de
uma solucdo contendo OVA (Img/ml) e Al(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu dos experimentos e
consistiu em duas inalagdes consecutivas de OVA nas concentracbes de 1mg/ml e 5mg/ml, os animais
controle (SENS) foram apenas sensibilizados. A resposta contratil foi obtida através da adicdo de serotonina
(5-HT) (10-7 -10-4 M) ao liquido nutritivo apds a adicdo de &cido niflimico (10-4M). O nimero de
experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.
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Figura 11. (a) Efeito da sensibilizacdo antigénica com ovalbumina (OVA) na resposta contratil ao célcio
gue teve sua entrada induzida pela serotonina em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados
(SENS) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo
OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). A resposta contratil foi obtida através da adicdo de serotonina (5-HT) (10-
4 M) por trés vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN) e apds a estabilizagdo da resposta a ultima
adicéo de 5-HT, era adicionado CaCl2 (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O nimero de experimentos esta indicado
entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.

(b) Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta contratil ao célcio
gue teve sua entrada induzida pela serotonina em traquéias isoladas de ratos. Os animais sensibilizados
e desafiados (SD24) foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢éo
contendo OVA (1mg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos
e consistiu em duas inalacdes consecutivas de OVA nas concentracdes de 1mg/ml e 5mg/ml. A resposta
contrétil foi obtida através da adi¢do de serotonina (5-HT) (10-4 M) por trés vezes intercaladas pela troca do
liquido nutritivo (LN) e ap6s a estabilizacdo da resposta a ultima adicdo de 5-HT, era adicionado CacCl, (10-7
M — 102 M) ao LN. O nimero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras verticais
representam os E.P.M.*p<0,05.
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Figura 12. Efeito da sensibilizacao e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta
contréatil ao célcio que teve sua entrada induzida pela serotonina em traquéias isoladas de
ratos tratados com metilsergida. Os animais sensibilizados e desafiados (SD24+Metilsergida)
foram injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo
OVA (Img/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos
e consistiu em duas inala¢des consecutivas de OVA nas concentracdes de 1mg/ml e 5mg/ml, 40
minutos antes do desafio os animais receberam injecdo de solucdo de metilsergide (1mg/kg). A
resposta contratil foi obtida através da adicdo de serotonina (5-HT) (10-4 M) por trés vezes
intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN) e apds a estabilizacdo da resposta a ultima adicéo
de 5-HT, era adicionado CaCl2 (10-7 M — 10-2 M) ao LN. O nimero de experimentos esta indicado
entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.*p<0,05.
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Figura 13. Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta
contratil ao calcio que teve sua entrada induzida pela serotonina em traquéias isoladas de
ratos (LN sem nifedipina). Os animais sensibilizados e desafiados (SD24 sem nifedipina) foram
injetados 13 a 14 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solugcdo contendo OVA
(Img/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos e
consistiu em duas inalagdes consecutivas de OVA nas concentra¢cdes de 1mg/ml e 5mg/ml, os
animais controle (SENS) foram apenas sensibilizados. A resposta contratil foi obtida através da
adicdo de serotonina (5-HT) (10-4 M) por trés vezes intercaladas pela troca do liquido nutritivo (LN)
e apOs a estabilizacdo da resposta a ultima adicdo de 5-HT, era adicionado CaCl2 (10-7 M — 10-2
M) ao LN. Para estes experimentos o LN ndo continha nifedipina. O nimero de experimentos esta
indicado entre parénteses. As barras verticais representam os E.P.M.**p<0,01.
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Figura 14. Efeito da sensibilizacdo e desafio antigénico com ovalbumina (OVA) na resposta
contratil ao calcio que teve sua entrada induzida pela serotonina em traquéias isoladas de
ratos. Os animais sensibilizados e desafiados (SD0) foram injetados 13 a 14 dias antes dos
experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucéo contendo OVA (1mg/ml) e Al(OH)3 (1mg/ml). O
desafio antigénico ocorreu imediatamente antes dos experimentos e consistiu em duas inalacdes
consecutivas de OVA nas concentracbes de 1mg/ml e 5mg/ml. A resposta contratil foi obtida
através da adic&o de serotonina (5-HT) (10-4 M) por trés vezes intercaladas pela troca do liquido
nutritivo (LN) e apds a estabilizacdo da resposta a ultima adi¢do de 5-HT, era adicionado CaCl2
(10-7 M — 10-2 M) ao LN. O numero de experimentos esta indicado entre parénteses. As barras
verticais representam os E.P.M.*p<0,05 e **p<0,01.
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Tabela CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracfes-efeito ao

potassio (KCI) realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
(SENS) e sensibilizados e desafiados (SD24).

GRUP CE50 x 107 RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*

Controle 2,09 0,55 6
(201 — (0.0

SENS 1,92 0,61
(172 — (00

Controle 1,85 0,51 6
(174 — (00

SD24 2,29 1,22
(2 00 — *

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensdo

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢@o contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).
O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagbes consecutivas de OVA nas
concentracies de Tma/ml e Ema/ml
p<0,01 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.

Numero de

Ixxxi



Tabela CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao calcio
(CaCl,) na presenca de cloreto de potassio (KCI) e atropina, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados (SENS) ou sensibilizados e
desafiados (SD24) 24hs antes dos experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*

Controle 4.28 1,15 6
(271 - (0.2

SENS 4.75 1,04
(? 28 - (0.09)

Controle 4.38 0,84 6
(2 71— (00

SD24 3.21 1,98
(? 43 — e

?  Os valores representam a média geométrica das concentragGes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensdo

Animais que receberam solucédo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢éo contendo OVA (1upg/ml) e AI(OH)3 (Img/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inala¢gdes consecutivas de OVA nas
concentracies de Tma/ml e Gma/ml . ) N
Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3

p<0,01 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
p<0,05 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
Numero de
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Tabela CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao calcio

(CaCl,) na presenca de cloreto de potassio (KCI) e atropina, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados (SDO)
imediatamente antes dos experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M.)*
Controle 6.75 0,56 6
(609 — (00
SDO 8.96 1,14
(4 AR — B

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagBes consecutivas de OVA nas
concentracdes de Tma/ml e Gma/ml

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solugéo contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3
p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

p<0,05 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
Numero de
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Tabela  CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito a
acetilcolina, realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
(SENS) e sensibilizados e desafiados (SD24) 24hs antes dos
experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10° RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*

Controle 2.76 2.32 6
(? 53 — (0.0

SENS 2.27 2.71°
(1.30 — *

Controle 4,03 2,11 6
(292 — (01

SD24 7,16 3,53°
(211 — *

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagcbes consecutivas de OVA nas
concentracies de Tma/ml e Ema/ml
p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

Numero de
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Tabela CES50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracbes-efeito a

acetilcolina na presenca de acido niflumico, realizadas com traquéias
isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente com OVA

(SD24AN).
GRUP CE50 x 10 RESPOSTA N
M MAXIMA
Controle 3,75 1,43 5
(320 — (0.0
SD24A 2.79 1,67
(145 — o 3

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padréo da média das Respostas Maximas em gF de tenséo

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solug¢éo contendo OVA (1upg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inala¢cdes consecutivas de OVA nas
econcentracies de Tma/ml e Ema/ml . .
Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3

p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
NUmero de
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Tabela CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao calcio
(CaCl,) na presenca de acetilcolina e nifedipina, realizadas com traquéias
iIsoladas de ratos sensibilizados (SENS) ou sensibilizados e desafiados
(SD24) 24hs antes dos experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10™ RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*
Controle 3.31 0,91 6
(1.20 - (0.0
SENS 3.72 0,87
(119 -116) (00
Controle 3.31 0,98 6
(120 — (00
SD24 2.43 1,54
(145 — *

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagdes consecutivas de OVA nas
concentrarAec de Tma/ml e Emn/ml

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3
p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

NUmero de
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Tabela CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao calcio
(CaCly) na presenca de acetilcolina e nifedipina, realizadas com traquéias
iIsoladas de ratos sensibilizados e desafiados (SD0) imediatamente antes
dos experimentos com OVA 24hs antes dos experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M) *
Controle 2.00 0,77 6
(131 — (01
SDO 4.62 0,40
(335 — *

Os valores representam a média geométrica das concentragées molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrao da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucédo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucéo contendo OVA (1pg/ml) e Al(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagbes consecutivas de OVA nas
concentracrdes de Tmn/ml e Ema/ml

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3
p<0,05 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
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Tabela  CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito a
serotonina, realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
(SENS) e sensibilizados e desafiados (SD24) 24hs antes dos
experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 107 RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*

Controle 151 1,01 6
(137 — (00

SENS 131 1,19
(118 —

Controle 6.64 0,60 6
(502 — (0.0

SD24 6.16 1,48 6
(515 — *

?  Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.
Média aritmética * erro padréo da média das Respostas Maximas em gF de tenséo
Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solug¢éo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagbes consecutivas de OVA nas
roncentracies de Tma/ml & Emn/ml 5
p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

NUmero de
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Tabela ~ CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracbes-efeito a
serotonina, realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados e
desafiados antigenicamente com OVA 24hs (SD24M) ou Oh (SDOM) antes
dos experimentos e tratados com metilsergida.

GRUP CE50 x 10°® RESPOSTA MAXIMA N
M (E.P.M)*

Controle 547 0,52 6
(407 - (0.0

SD24 6.02 0,72
(409 — (01

Controle 1.43 0,62 6
(131 — (00

SDOM 0.72 0,48
(0 AR — o

?  Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.
Média aritmética * erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao
Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solug¢éo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagbes consecutivas de OVA nas
concentracies de Tmna/ml e Emn/ml . .
° Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solu¢do contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3

p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
NUmero de
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Tabela CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito a
serotonina na presenca de nifedipina (N) ou acido niflumuco (AN),
realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados
antigenicamente com OVA.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA NI
M (FpM)*
Controle 12.97 1,05 5
(24 — 00
SD24N 4.42 0,54
(348 — v S
Controle 3.41 1,28 5
(1.80 — (0.0
SD24A 4.05 1,01
(2 68 — (0.1 3

®  Os valores representam a média geométrica das concentracdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucgéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagdes consecutivas de OVA nas

concentracfes de Tmn/ml e Ema/ml . ) 5
° Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3

p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
Numero de
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Tabela  CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao
calcio (CaCl,) na presenca serotonina e nifedipina, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados (SENS) ou sensibilizados e
desafiados (SD24) 24hs antes dos experientos com OVA

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N
M Epm)*

Controle 4.40 0,58 6
(? 83 — 00

SENS 4.28 0,69
(R31— 00

Controle 6.76 0,50 1
(441 — 00

SD24 8.24 0,37
(307 — (00

Os valores representam a média geométrica das concentragfes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tenséo

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucédo contendo OVA (1pg/ml) e Al(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagbes consecutivas de OVA nas
concentracdes de Tma/ml e Ema/ml . .
Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3

p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
p<0,05 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
Numero de
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Tabela CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracfes-efeito ao

calcio (CaCl,) na presenca de serotonina e nifedipina, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente
com OVA (SD24M) e tratados com metilsergide.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N ¢
M FpMyY*
Controle 4.75 0,42 6
(R 86 — (00
SD24 6.57 0,59
(2 75 — (00

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padréo da média das Respostas Maximas em gF de tenséo

Animais que receberam solucéo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solug¢éo contendo OVA (1upg/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inala¢cdes consecutivas de OVA nas
concentracies de Tmn/ml e Ema/ml

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3
p<0,01 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

p<0,05 em relacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
NUmero de
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Tabela  CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito a
serotonina na presenca de acido niflumico, realizadas com traquéias
isoladas de ratos sensibilizados e desafiados antigenicamente com OVA

(SD24AN).
GRUP CE50 x 10°® RESPOSTA N
M MAXIMA
Controle 3.33 0,81 5
(2 41 — (00
SD24S 4.06 1,23
(294 — o

Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética * erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tenséo
Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AlI(OH)3

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solugdo contendo OVA (1pg/ml) e AI(OH)3

(Img/ml). O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagfes consecutivas de OVA nas
concentragdes de 1mg/ml e 5mg/mi

NUmero de
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Tabela  CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdes-efeito ao
calcio (CaCl,) na presenca serotonina e nifedipina, realizadas com
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados (SDO)
imediatamente antes dos experimentos com OVA.

GRUP CE50 x 10 RESPOSTA MAXIMA N ¢
M Epm)*
Controle 8.92 0,60 6
(7 B3 — (00
SDO 1.43 0,18
(096 — o

Os valores representam a média geométrica das concentragées molares que produziram respostas iguais a 50% da resposta maxima,
em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

Média aritmética + erro padrdo da média das Respostas Maximas em gF de tensao

Animais que receberam solucédo salina (NaCl 0,9%).

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucdo contendo OVA (1ug/ml) e AI(OH)3 (1mg/ml).

O desafio antigénico ocorreu 24 horas antes dos experimentos consistindo em duas inalagdes consecutivas de OVA nas
concentraciies de Tma/ml e Ema/ml

Animais injetados 14 a 21 dias antes dos experimentos com 0.66 ml (i.p.) de uma solucao contendo OVA (1ug/ml) e Al(OH)3
p<0,01 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.

p<0,05 em relacao grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras nao pareadas.
NuUmero de

XCiv



5. DISCUSSAO

92



5. DISCUSSAO

A anafilaxia é uma das desordens imunoldgicas mais comuns e o0 modelo
de sensibilizagcdo seguida de broncoprovocacdo, empregado no presente
trabalho, € um dos mais frequientemente utilizados no estudo do comportamento
contrdtil das vias aéreas frente a reacdes que envolvam a participacdo do
sistema imune (Capaz et al.,1993; Jancar et al., 1997; Steil et al., 1998). Esse
método classico de sensibilizacdo provoca resposta anafilatica evidente tanto in
Vivo como in vitro, esta também conhecida como reacéo de Schultz-Dale (Capaz
et al., 1993; Tavares de Lima & da Silva, 1998). O procedimento de
broncoprovocacao pela repeticdo da exposicdo ao antigeno por inalacdo ao
animal sensibilizado (Manzolli et al., 1999), corresponde a um modelo de
resposta asmatica precoce, sendo assim classificada em razdo do
desencadeamento da resposta broncoconstrictora apdés a reapresentacao ao
antigeno.

Os resultados obtidos neste trabalho, com animais sensibilizados e/ou
sensibilizados e posteriormente desafiados antigenicamente mostraram-se
eficazes tanto na fase aguda quanto na fase tardia do processo asmaético.
Podemos verificar uma resposta broncoconstrictora marcante, como evidenciado
pelo desconforto respiratério, no momento da broncoprovocacdo, sendo
necessaria, por algumas vezes, a retirada do animal da camara de inalagéo,
para se evitar a morte do animal por incapacidade respiratéria. Nas traquéias
isoladas desses animais desafiados com o antigeno sensibilizante, o

desenvolvimento de hiperreatividade demonstra a eficacia quanto a fase tardia,
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0 que ndo ocorre quando os experimentos sdo realizados imediatamente apds o
desafio, conforme descrito abaixo. Esses resultados, portanto, mostram a
eficdcia de nosso modelo e a reprodutibilidade do método.

Quando os experimentos foram realizados imediatamente apds o desafio
antigénico observou-se uma discreta, por vezes estatisticamente significativa,
reducdo na resposta contractii maxima nas CCE obtidas para mediadores que
atuam através da ativacdo de seu receptor especifico (ACh e 5-HT) em
traquéias isoladas. A reducéo provavelmente ocorreu por uma dessensibilizacao
ou taquifilaxia do receptor no momento da broncoprovocacéo. Complementando
a isso foi observado que ocorreu reducdo da resposta maxima nas CCE ao
calcio que teve sua entrada induzida pela adicdo prévia de serotonina em
traquéias de animais sensibilizados e desafiados 24 h antes, quando comparado
a CCE obtidas com traquéias de animais do grupo controle ndo sensibilizado,
opondo-se ao observado quando a pré-contracdo fora realizada com outros
mediadores (acetilcolina e potassio) onde houve aumento das respostas
maximas. A reducdo da resposta possivelmente tenha ocorrido como um efeito
taquifilatico residual, que foi confirmado quando os animais do grupo teste foram
tratados com metilsergida, um antagonista competitivo dos receptores da
serotonina, 40 minutos antes da broncoprovocacéo. Nesse caso a reducao da
resposta observada anteriormente foi abolida. Nas traguéias de animais
desafiados no dia anterior e tratados com metilsergida 40 minutos antes do
desafio, ndo se observou, por outro lado, presenca de hiperreatividade, talvez

por um efeito residual do bloqueador sobre os receptores serotonérgicos ou
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mesmo por um efeito profilatico em inibir parcialmente a resposta contractil
imediata, uma vez que nestes animais ndo se observaram sinais de desconforto
respiratorio no momento do desafio antigénico. Estd bem estabelecido na
literatura que a metilsergida pode reduzir a resposta asmatica nessas situacdes
(Misawa et al., 1988).

Os resultados demonstram, entretanto, que ha padrdes diferentes
na sinalizacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da hiperreatividade quando se
analisam diferentes mediadores. Observamos a participacdo marcante de canais
do tipo VOC na sinalizacdo do mecanismo contratil de traquéias de animais
sensibilizados e desafiados antigenicamente em CCE obtidas para a serotonina,
possivelmente durante a instalacdo da fase tardia que, para 0 nosso modelo
experimental pode ser visualizada 24 h apos a broncoprovocacao. Nao ocorreu
hiperreatividade nas CCEs ao célcio mediado por serotonina em traquéias de
animais broncoprovocados quando comparados com traquéias do grupo naive,
ao contrario do que ocorreu quando sua entrada se fez com ACh e KCI.
Justificamos esse achado pela presenca de nifedipina no liquido nutritivo no
momento da confeccdo das CCEs ao célcio, para se isolar apenas os canais do
tipo ROC. No momento em que foram realizadas CCEs ao célcio cuja entrada foi
mediada pela serotonina na auséncia de nifedipina no liquido nutritivo em
traguéias de animais desafiados antigenicamente, observamos aumento
significativo das respostas maximas, comparadas ao grupo controle néo
sensibilizado. o que vem a confirmar nossa hipbtese. este fato apresenta

grande importancia na compreensdo dos mecanismos da fase tardia do
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processo asmatico, uma vez que a histamina e, a serotonina, esta ultima com
maior importancia no rato (Xu et al.,, 1992), estdo fortemente envolvidas na
reacdo imediata, assim como varios outros mediadores, citocinas e células
inflamatorias implicados nesse processo (Liu et al., 2003a; Liu et al., 2003b; Nag
et al. 2003; Fukuno et al., 2003; Eum et al., 2003; Beech et al.,1997;) Esses
fatores também contribuem para as alteracbes relatadas nas horas que se
seguem a broncoprovocacdo, na fase tardia, também conhecida como
inflamatéria.

Nesta fase inflamatoéria, padronizada em nossos experimentos em 24
horas ap6s o desafio antigénico, ha migracdo de neutréfilos, eosinodfilos e
macréfagos (Qutayba et al., 2000; Barnes et al. 1988). Estas células, por sua
vez, juntamente com outras células do proprio tecido lesionado promovem a
liberacdo de citocinas, quimiocinas e outros fatores inflamatérios que, por
atuarem em receptores ligados a tirosina quinase, levam a alteragbes
intracelulares de indugdo ou inibicdo de sintese protéica, que culminam em
alterar as respostas celulares a diferentes estimulos. Estas alteragdes ficam bem
caraterizadas, por exemplo, na responsividade a estimulos contracteis
aplicados a célula muscular lisa da arvore traqueobrénquica, que se torna maior
a uma série de estimulos. Farmacologicamente, o aumento dessa
responsividade a um dado agonista pode ser caracterizada através de uma
resposta maxima aumentada (também conhecida como “hiperreatividade”), uma
menor CEso (hipersensibilidade) ou uma combinacdo desses dois parametros

(hiperreatividade com hipersensibilidade). Os resultados apresentados no
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presente trabalho demonstram o desenvolvimento de hiperreatividade,
inespecifica aos estimulos contrateis aqui empregados (K*, ACh e 5-HT), uma
vez que, na maior parte dos casos, houve aumento significativo apenas na
resposta maxima sem o desvio a esquerda na curva concentracdo efeito,
indicativo do desenvolvimento de hipersensibilidade.

As respostas contracteis obtidas em traquéias de animais sensibilizados e
posteriormente desafiados com o antigeno sensibilizante demonstraram
aumento significativo na resposta méaxima (hiperreatividade) quando
comparadas aquelas obtidas do grupo controle. A participacdo de canais de
calcio na hiperreatividade se mostra significativa, e € corroborada por outros
autores que sugerem que eventos inflamatérios alteram a atividade de canais
ionicos (Bonnet et al., 2003; Akbarali et al., Janssen et al., 2001; 2000; Beech et
al., 1997; Chiba et al., 1994). Observamos que o0 padrdao de resposta se
apresenta diferenciado, embora a hiperreatividade tenha sido inespecifica para
os diferentes agonistas analisados. Os resultados aqui apresentados dao
suporte a hipotese de que essa diferenciacdo seja decorrente, pelo menos
parcialmente, da maior disponibilidade de célcio promovida por ativagdo de
canais VOC e ROC.

Para estudar a participacdo dos canais de célcio operados por receptor
(ROC), as curvas concentracédo-efeito (CCE) foram construidas através da sua
prévia ativacdo com a adicdo dos agonistas ACh ou 5-HT as solucdes
superperfusoras isentas de calcio e com EGTA. Esta bem descrito na literatura

gue a ativacdo de receptores, por exemplo, os muscarinicos Mz presentes nas
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células musculares lisas das vias aéreas, produz contracdo por aumento da
concentracdo intracelular de calcio através de sua liberagdo de estoques
internos ou sua entrada por canais da membrana sarcoplasméatica, ROCs ou
VOCs (Barnes, 1990; Rodger e Pyne, 1992; Chubert et al., 1994). NOos nossos
experimentos, a participacdo dos canais de calcio (tipo VOC) nesse caso é
pouco provavel ocorrer, uma vez que os experimentos foram realizados na
presenca de nifedipina, em concentracdo capaz de abolir as respostas contrateis
induzidas pela solugcdo despolarizante rica em K* (dados ndo mostrados). Assim,
as contracdes produzidas pela adicdo de calcio na presenca de ACh ou 5-HT
sdo decorrentes da entrada de célcio para o citoplasma por canais ROC.

Para avaliar os canais de calcio dependentes de voltagem (VOC)
utilizamos preparacdes mantidas em solu¢des despolarizantes (KCIl, 60 mM)
sem calcio, com adicdo de EGTA e na presenca atropina (Chubert et al., 1994).
A estimulacdo do tecido nessas condi¢des leva a abertura de canais de calcio
dependentes de voltagem. Uma vez que a solucdo extracelular era desprovida
de célcio, a sua adicdo em concentra¢des crescentes produzia seu influxo por
esses canais, com desenvolvimento gradual da forga contratil, & medida que sua
concentragéo extracelular se tornava maior. Essa hip6tese é reforcada pelo fato
de que essas contracbes foram bloqueadas pela nifedipina (dados nao
mostrados).

Nesses experimentos, houve desenvolvimento de hiperreatividade para
as contracdes induzidas pela adigdo de célcio feita conforme a descri¢cdo acima,

observacéo que difere daquelas feitas por Chiba e Misawa (1995). N&o temos
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elementos que expliguem essa diferenca entre o presente trabalho e os
resultados descritos por esses autores, mas talvez ela seja devida aos diferentes
protocolos de imunizacdo como a frequéncia de administragdo do antigeno, ou
ao proprio antigeno utilizado. Entretanto, outros autores ja relataram, de acordo
com nossos resultados, que a hiperreatividade do musculo liso das vias aéreas
ao K também ocorre tanto em tecidos de ratos como em tecidos de cobaias
(Perpina et al., 1990; Piercy et al., 1993).

Para avaliar a participagdo de canais de cloro ativados por calcio (Clca)
utilizamos um derivado fenamato, o acido niflumico, por ser um inibidor seletivo
dos canais de CI' em contragfes induzidas por agonistas (Teixeira et al., 2000).
Acredita-se que a abertura de canais de cloro de pequena condutancia seja
responsavel por parte da despolarizacdo encontrada para alguns
neurotransmissores. Essa despolarizagdo, por sua vez, acaba por abrir canais
de célcio dependentes de voltagem, com influxo desse ion para o interior da
célula e aumento da sua concentracdo no mioplasma (Janssen e Sims, 1992,
Criddle et al., 1996). Nossos resultados demonstram que a presenca de acido
niflimico na solugéo extracelular diminuiu a forga maxima desenvolvida na curva
concentracéo-efeito para a ACh quando comparada com a situagdo controle.
Entretanto, para os animais desafiados, mesmo com uma menor forca maxima,
a hiperreatividade pode ser demonstrada. Por outro lado, o &cido niflumico
aboliu a hiperreatividade para a 5-HT, indicando que o mecanismo envolvido

para o seu desenvolvimento deve envolver a ativagdo de canais de cloreto.
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Chiba e Misawa (1995) propuseram a participacdo de canais de calcio
operados por receptor (ROCs) na hiperreatividade induzida por antigenos, em
detrimento da participacdo de canais de célcio dependentes de voltagem. Eles
sugeriram que a hiperreatividade a ACh e devia a uma maior liberagao
intracelular de célcio ou a abertura dos canais ROC. Os resultados aqui
apresentados corroboram os resultados obtidos para a ACh por Chiba e Misawa
(1995), uma vez que nossas preparacbes se mostraram hiperreativas em
condicbes normais ou em condicbes que envolvessem a ativagcao de canais
operados por receptor.. Por outro lado, nossos dados nos permitem afirmar que,
para a 5-HT, ocorre a participacdo de ambos os tipos de canais, VOC e ROC, e
gue o0s primeiros parecem ser ativados em maior proporcdo quando ha a
ativacdo dos mecanismos que acabam por tornar o tecido hiperreativo. O
desenvolvimento da hiperreatividade, nesse caso, ocorreu somente naquelas
preparacdes mantidas sem nifedipina. Em todas as situagdes nas quais houve a
adicdo do bloqueador dos canais de calcio tipo-L, ndo observamos
hiperreatividade. A presenca do acido niflumico também aboliu o surgimento
dessa resposta, conforme descrito acima. Esses dados corroboram os achados
de Teixeira et al. (2000) que propuseram um modelo de ativacdo da resposta
contratil para a 5-HT, envolvendo a abertura de canais de cloreto com ativacao
subsequente de canais de calcio tipo-L. Como os efeitos entre niedipina e acido
niflimico ndo séo aditivos, especula-se que os dois bloqueiam vias que séo

partes de uma cascata comum de eventos.
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Em suma, os resultados aqui apresentados demonstram que a
hiperreatividade induzida pela sensibilizacdo e desafio antigénico leva a um
siginificante aumento na responsividade contratii em resposta a entrada de
calcio extracelular mediado tanto por canais VOC, como ROC. Esse aumento de
responsividade possivelmente possua mecanismos sinalizadores intracelulares
diferentes para alguns agonistas contrateis, principalmente para a serotonina,
em que além da participagcdo marcante ndo s6 dos canais de célcio operados
por receptor, foi demonstrada uma possivel participacdo de canais de cloro

ativados pelo calcio como mecanismo adicional & sua resposta contratil
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6. CONCLUSOES

6. CONCLUSOES

e O aumento daresposta contratil observado
apos a sensibilizacao e desafio antigénico,
pOsSsSui um componente relacionado com a
facilitacdo da entrada de calcio, através de

canais de calcio voltagem dependentes e/ou
canais operados por receptor.

e Foi evidenciada a ocorréncia de
desensibilizacdo ou taquifilaxia apos o
desafio antigénico, na resposta contratil
obtida para a serotonina e acetilcolina em
traquéias isoladas de ratos.
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e O desenvolvimento de hiperreatividade a
serotonina foi inibido pelo pré-tratamento
com a metilsergida.

e O desenvolvimento de hiperreatividade para a
serotonina, apos a sensibilizagcao e desafio
antigénico envolve a participacao de canais
de calcio dependentes de voltagem e canais

de cloreto.
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