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Resumo

Investigou-se o efeito diidrocloreto de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH),
uma substancia utilizada para indugdo de formacdo de radicais livres (radical peroxil),
sobre os parametros contrateis do musculo liso de traquéia de ratos. Os experimentos
foram realizados em preparagdes de anéis de traquéia mantidas em Tyrode
modificado aerada, em pH 7,4, a 37C. A forga exercida pelo musculo liso traqueal foi
medida por um sistema computadorizado para registro isométrico das contragdes
musculares. O AAPH apresentou efeito bifasico sobre as contracGes evocadas por
acetilcolina (10 uM). Em concentragdes menores o AAPH (0,1 - 10 mM) potencializou
as contragGes evocadas por acetilcolina em preparagdes com (ECso = 0,8776 + 0,415
mM) e sem (0,01 - 1 mM) (ECso = 0,3388 *+ 0,343 mM) a preservacado do epitélio. Em
concentracdes maiores o AAPH (10 -200 mM) inibiu as contracbes evocadas por
acetilcolina em preparacdes com (ECso = 81,5562 *+ 4,284 mM) e sem (ECso = 57,7786 +
8,607 mM) a preservacdao do epitélio. Sobre acoplamento eletromecanico o AAPH
(0,01 - 200 mM) apenas inibiu as contracbes evocadas por KCl (60 mM) em
preparacdes com (ECso = 57,4037 * 4,652 mM) e sem (ECsg = 32,9650 *+ 2,652 mM)a
preservacao do epitélio. Sobre o ténus basal, o AAPH (0,1 - 200 mM) induziu
contragdes como efeito préprio em preparagdes com e sem a preservagao do epitélio
e essas contragdes evocadas foram potencializadas, de forma significativa, quando
foram incubadas com indometacina (0,2 mM). Em meio isento de ca® (solucdo sem
adicdo de Ca** e com adicdo de 2 mM de EGTA), o AAPH (3 mM). Em presenca de
indometacina e sem a preservagdo do epitélio, a nifedipina (10 uM) bloqueou
parcialmente, mas de maneira significativa, a contracdo evocada por AAPH (3 mM). Ja
0 Y27632 (10 uM), bloqueou quase totalmente a contragdo evocada por AAPH (3 mM),
em presenca de indometacina e sem a preservacdo do epitélio. Quando o Y27632 e a
nifedipina foram incubados simultaneamente, a inibicdo da contragdo do AAPH (3 mM)
foi similar a inibicdo somente em presenga do Y27632. Em conclusao, o AAPH
apresentou efeito bifdsico (potencializou e inibiu) sobre o acoplamento
farmacomecanico que foi dependente de concentragao, enquanto no acoplamento
eletromecénico somente inibiu as contra¢des. Sobre o ténus basal, o AAPH evocou
contracdo que foram potencializadas em presenca de indometacina e inibidas em
presenca de nifedipina e Y27632. Assim a comparag¢ao dos dados do presente trabalho,
com os disponiveis na literatura cientifica para o H,0,, sugerem que os efeitos aqui
observados ndo sdo especificos para a substancia AAPH, mas sim originarios dos
radicais livres por ela produzidos.

Palavras chave: Acoplamento excitagdo-contragdo, diidrocloreto de 2,2'-azobis (2-
metilpropionamidina), musculo liso, radicais livres, radical peroxil e traquéia.
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Abstract

The effects of 2,2-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), an
inducer agent of free radicals (peroxyl radical) formation, on the rat tracheal smooth
muscle. The experiments were performed on tracheal rings preparations maintained in
aerated modified Tyrode solution, in pH 7,4 at 37 °C. The strength developed by the
tracheal smooth muscle was measured by the isometric regulator in a computerized
system. In contractions induced by acetylcholine (10 M), AAPH presented a biphasic
effect: contraction potentiation at low concentration on epithelium-intact (0,1 - 10
mM) (CEso = 0,8776 *+ 0,415 mM) and epithelium-denuded (0,01 — 1 mM) (CEso =
0,3338 + 0,343 mM) preparations; and contraction inhibition at high concentration on
epithelium-intact (10 — 200 mM) (CEso = 81,55 62+ 4,284 mM) and epithelium-
denuded (1 — 200 mM) (CEsq = 57,7786 + 8,607 mM) preparations. On electromechanic
coupling, AAPH (0,01 — 200 mM) inhibited contractions induced by KCI (60 mM) in
epithelium-intact (CEsp = 57,4037 * 4,652 mM) and epithelium-denuded (CEs5o =
32,9650 * 2,652 mM) preparations. AAPH (0,1 — 200 mM)) increased the resting tonus
of both epithelium-intact and epithelium-denuded tracheal smooth muscle and this
was also significantly potentiated in presence of indometacin (0,2 mM). In Ca**-free
medium added of EGTA, AAPH (3 mM) evoked a minimal magnitude contraction in
epithelium-intact preparations. In presence of indometacin and epithelium-denuded,
the nifedipine (10 uM) partially, but significantly, blocked the contraction induced by
AAPH (3 mM). Moreover, Y 27632 (10 uM) almost completely blocked the contraction
induced by AAPH (3 mM), in presence of indometacin and epithelium-denuded. When
Y27632 and nifedipine were simultaneously applied, there was no additional inhibition
of AAPH contraction. In conclusion, AAPH presented a concentration-dependent
biphasic effect (pontentiation and inhibition) on pharmacomechanic coupling while it
was able to only inhibit the electromechanic coupling. AAPH evoked contrations on the
resting tonus which were potentiated in presence of indometacin and inhibited in
presence of Y 27632 and nifedipine. Comparing the present data with those available
in literature for H,0,, we can suggest that these observed effects are not specific for
AAPH, but they are derived from the free radicals induced by AAPH.

Key words: excitation-contraction coupling, 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride, smooth muscle, free radicals, peroxyl radical and trachea.
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INTRODUCAO

As doengas respiratdrias tém um grande impacto na populagao mundial por sua
morbidade, mortalidade e custos envolvidos. Além disso, sdo a 32 maior causa de
mortes no mundo todo, ganhando da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
e somente perdendo para as doencas cardiovasculares e doenca vascular encefalica.
As doengas respiratorias cronicas afetam todas as idades e representam uma carga
substancial tanto para o individuo como para a sociedade (GRAHAM, 1990).

No Brasil, 15 milhdes de pessoas sao afetadas por asma, 20 milhdes tém rinite
alérgica e 5 milhGes de brasileiros, com idade acima de 40 anos, apresentam doenca
obstrutiva pulmonar crénica (DPOC). Esses nimeros demonstram que 2 em cada 10
brasileiros s3o afetados por uma doenca respiratéria crénica (MINISTERIO DA SAUDE,
2000).

A asma é a doenga inflamatdria crénica mais comum nas vias aéreas e se
caracterizada por uma obstrucdo ao fluxo de ar para o pulmdo, cuja causa ndo esta
completamente elucidada. Sua fisiopatologia esta relacionada ao edema da mucosa
broénquica, a hiperproducdo de muco nas vias aéreas e a contracao da musculatura lisa
traqueal, com consequente diminuicdo de seu diametro (broncoespasmo) e edema
dos brénquios e bronquiolos. Esses eventos resultam em varios sintomas como:
dispnéia, tosse e sibilos (KUMAR et al., 2001).

Anualmente ocorrem cerca de 350.000 internagdes por asma no Brasil,
constituindo-se na quarta causa de hospitalizacdo pelo sistema Unico de saude (SUS),
2,3 % do total, e sendo a 32 causa entre criancas e adultos jovens (MINISTERIO DA
SAUDE, 2000). Ha registros de aumento desse nimero de internacdes entre 1993 e
1999 e indicios de que a prevaléncia da asma esteja aumentando em todo o mundo,
inclusive no Brasil (GERGEN e MULLALLY, 1988; FIORI e FRISTCHER, 2001).

Em 1996, os custos do SUS com internagdo por asma foram de 76 milhdes de
reais, 2,8 % do gasto total anual e o 32 maior valor gasto com uma doenca. Ja 2007
foram registradas 273.205 internagdes por asma no Brasil, o que equivale a 2,41 % das
internacbes totais, sé ficando atras das pneumonias e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Estudo multicéntrico (International Study for Asthma and Allergies in

Childhood - ISAAC) realizado em 56 paises mostrou uma variabilidade de asma ativa de



1,6 % a 36,8 %, estando o Brasil em 82 lugar, com uma prevaléncia média de 20 %
(LAZARUS et al., 2001).

Na inflamagdao bronquica causada pela asma crénica, as células inflamatdrias
através da liberacdo de inumeros mediadores, tais como histamina, leucotrienos,
espécies reativas do oxigénio (ERO), e citocinas, causam altera¢des na permeabilidade
vascular, lesOes e alteracbes na integridade epitelial, anormalidades no controle neural
autondmico e no tdnus das vias aéreas, hipersecre¢ao de muco, mudangas na fungao
mucociliar e aumento da reatividade do musculo liso traqueal (KUMAR et al., 2001;
HOLGATE et al., 2000).

As ERO estdo entre os inumeros mediadores liberados em processos
inflamatdrios das vias aéreas e possuem um papel importante na patogénese da asma,
DPOC e a sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA), apresentando como
sintomatologia a alteracdo na contracdo e relaxamente do musculo liso traqueal
(RAHMAN e MACNEE, 2000; HENRICKS e NIJKAMP, 2001). Dessa forma, tem sido
expressiva a dedicacdo de pesquisadores em elucidar as caracteristicas biofisicas e
bioquimicas do musculo liso traqueal, visando uma melhor compreensao de como se

da a sua alteracdo na asma (STEPHEN et al., 2002; WEBB, 2003).
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RADICAIS LIVRES

Conceito

Os RL podem ser definidos como qualquer &tomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons desemparelhados (GILGUN-SHERKI et al., 2002; MAIER e CHAN, 2002;
HORTON, 2003). Podem ser formados pela perda de um elétron de um n3o-radical ou,
a partir da clivagem de uma ligacdo covalente, quando cada um dos atomos envolvidos
ficam com um elétron. Essa clivagem homolitica que forma os RL é uma situacdo
energicamente instdvel e confere alta reatividade a essas espécies (HALLIWELL, 2001).

Os efeitos téxicos relacionados ao oxigénio (O,) ja sdo conhecidos desde o final
de século XIX, mesmo assim, a identificacdo dos radicais livres (RL) causadores desta
toxicidade somente foi possivel ha cerca de 50 anos, quando Denham Harman langou
sua teoria sobre o envolvimento destes RL em processos de mutagénese, cancer e
envelhecimento. Estas pesquisas foram aprimoradas com a descoberta da enzima
superoxido dismutase (SOD), em 1969 (MENEGHINI, 1987).

Exceto pelos organismos anaerdbios e organismos unicelulares tolerantes ao
0,, todos os animais, plantas e bactérias requerem o O, para producdo eficiente de
energia. Normalmente, em torno de 95 a 98 % do O, utilizado pelos organismos
aerdbios é reduzido a agua na cadeia respiratdoria no processo conhecido como
fosforilagcdo oxidativa (HALLIWELL, 2001). As fontes que cedem cations de hidrogénio e
os elétrons para essa reacdo sdo, o NADH, o FADH e a ubiquinona ou coenzima Q.
Todavia, restam de 2 a 5 % do O, que serd reduzido univalentemente, produzindo
intermediarios altamente reativos, denominados ERO, que algumas vezes constituem
os RL (HALLIWELL, 2001).

Os principais sistemas enzimaticos que catalisam a redugdao do O, sdo as
ciclooxigenases (COX), lipooxigenases, xantina oxidase, aldeido oxigenase, flavina
desidrogenase e peroxidases. Essa redugao também ocorre em reagdes nao
enzimaticas e em reagdes de auto-oxidagdo como as que ocorrem com catecolaminas,
flavinas e ferridoxinas, além de reagdes catalisadas por ferro (Fe**), cobre (Cu®) e
radiagOes ionizantes (GUTIERREZ, 2002).

22



Os RL apresentam, em geral, uma grande instabilidade e possuem um tempo de
meia vida curto, reagindo rapidamente com diversos compostos, podendo atacar
membranas lipidicas, proteinas e moléculas de DNA (JORDAO JR. et al., 1998). Quando
reagem com um composto ndo-radical, outro RL pode ser formado. Portanto, a
presenca de um unico RL pode iniciar uma seqliéncia de reacdes em cadeia de
transferéncia de elétrons. As rea¢cdes em cadeia podem ser finalizadas quando dois RL
se encontram, uma vez que eles podem combinar seus elétrons sem par e se unir para
formar uma ligacdo covalente (MAXWELL, 1995).

Nos organismos vivos encontram-se diversos tipos de RL, entre eles estao o
radical hidroxil (OH®), 4nion superdxido (0,"), éxido nitrico (NO®), alcoxil (LO®), peroxil
(LOQ®), peroxinitrito (ONOQO®) e a ubiseminquinona (UgN"). O acido hipocloroso (HCIO),
o peréxido de hidrogénio (H,0;), o oxigénio simpleto (*0,) e o ozbnio (03) ndo sdo
considerados RL, mas estdo envolvidos em reagdes quimicas que geram RL em
organismos vivos, por isso também sdo importantes (HALLIWELL, 2001; HENRIQUES et
al., 2001; PICADA et al., 2003).

Quatro fontes parecem ser as responsaveis pela produgdo da grande maioria
dos RL conhecidos, entre elas estdo os elétrons originados na cadeia respiratoria
mitocondrial (principal fonte), os elétrons provenientes do sistema do citocromo Pyso e
citocromo b5 no reticulo endoplasmatico, das células fagocitarias e dos peroxissomas

(PORTO, 2001).

Espécies reativas do oxigénio

Em condicdes fisioldgicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducao
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de agua
(H,0). Cabe a enzima citocromo oxidase mitocondrial a fungdo de acrescentar quatro
elétrons em cada molécula de oxigénio para gerar duas moléculas de H,O (BERGENDI
et al., 1999). Porém, devido a sua configuracdo eletrénica, o O, tem uma forte
tendéncia a receber um elétron de cada vez, formando compostos intermediarios
altamente reativos, como o O,°, o H,0, e o OH" (figura 1) (BABIOR, 1997; GUNCIN et
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al., 2004). Torna-se importante ressaltar que reativo ndo é sempre um termo
apropriado uma vez que 0, e o H,0, reagem diretamente com poucas moléculas no
organismo humano, enquanto que o OH® pode reagir com qualquer molécula
(RUNCHARD e KELLY, 1996). Cada ERO tem suas proéprias caracteristicas, com
diferentes reatividades e tempos de meia (YU, 1994).

0 anion O," é o primeiro intermediério da reduc3o do O,, e a partir desse, serdo
formadas as demais ERO. Apresenta meia vida mais longa comparada ao OH® podendo
reagir com as moléculas por mais tempo (HALLIWELL, 2001). Seus efeitos deletérios
vém da habilidade de gerar radicais secundarios como H,0,, por dismutacdo

espontanea e radicais extremamente tdxicos, como OH’ (BARREIROS et al., 2006).

0, ( OO ) Oxigénio

Radical

(H:0:0:)HO,” «——= 0, (:0:0:)"|Supersxido

H,0, (H OO H) Peroxido de

2H*

Hidrogénio
H+
—— Radical
OH (OH) | nidroxila
H,O (H :0: H) Agua

Figura 1 - Reducdo tetravalente do O, na mitocondria até a formacao
de agua.
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Apesar do radical O," n3o poder atacar diretamente o DNA, lipidios e proteinas
(HALLIWELL, 2001), em condicOes elevadas o mesmo pode causar a mobilizacdo de
Fe’* a partir da ferritina e também atacar o sitio ativo de diversas enzimas, causando
sua inativacdo (TURI et al., 2004). Por ser um RL e, por conseguinte, muito reativo,
deve ser removido rapidamente dos tecidos pela reagdo da dismutagao realizada pela
enzima superdxido dismutase, em que dois O," reagem entre si, sendo um oxidado a
O, e outro reduzido a H,0, (BOWLER e CRAPO, 2002).

Embora H,0, ndo seja um verdadeiro RL, pode reagir com metais redox ativos
como Fe** e Cu2+, como demonstrado na reacdo de Fenton (figura 2). O H,0, também
poderd reagir com esses metais através da reacdao de Haber-Weiss (figura 3), gerando o
importante radical OH® (YOSHIDA e CAMPQS, 2005). Possui um tempo de meia vida
longo e grande capacidade de atravessar as membranas celulares hidrofdbicas e se

difundir para o interior da célula (ANDRADE JR., 2005).

Fe + 0 «— » Fe’* + O,
20; +2H* ——mm—_— 0O,+ H,0,

cu®* / Fe*" + H,0, —— Fe>" + OH + OH'

Figura 2 - Reacao de Fenton (MAIER e CHAN, 2002).

Fe¥ + 0 «—» Fe’ + 0,
Fe’* + H,0; ———————a  Fe¥" + OH + OH

0, +H,0p =———» 0,+0H +OH

Figura 3-Reacdo de Haber-Weiss (MAIER e CHAN, 2002).
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Radicais OH® sdo altamente reativos e capazes de atacar e danificar todas as
biomoléculas por reagir com quase todas as substancias orgénicas e sdo gerados
sempre que o H,0, reagir com ifons Cu** ou Fe'? (LOYD et al, 1997; PIERRE e
FONTECAVE, 1999; KANNO et al., 2003). O OH" é um dos mais deletérios ao organismo,
pois possui tempo de meia vida muito curto sendo dificil de ser sequiestrado in vivo e
além disso, ndo ha enzimas que catalise sua remoc¢do. Pode ser gerado principalmente
por radiagdo ionizante e em reagdo com metais de transi¢cdao, a partir da reagdo de
Fenton ou de Haber-Weiss, ou ainda pode reagir com o O," e H,0,. Freqiientemente
causa dano por retirar atomos de hidrogénio do grupo metileno dos acidos graxos
poliinsaturados e por adicdo nas insaturacdes (YOSHIDA e CAMPQS, 2005). O radical
OH’ é formado principalmente pela reac3o de Fenton, pois a reacdo de Haber-Weiss é
bastante lenta (HALLIWELL, 2001).

O termo genérico ERO é usado para incluir ndo sé os radicais formados pela
reducdo monoeletrénica do O, como o radical O," e OH®, mas também alguns n3o-
radicais derivados do oxigénio, como o H,0,, o oxigénio simpleto (*0,), o HCIO e o Os
(CROSS et al., 2002; HALLIWELL, 2001). Além dessas, existem ainda as espécies reativas
de nitrogénio (ERN), que tém como principais representantes o éxido nitrico (NO) e o
peroxinitrito (ONOO-) (SARKAR e BHADURI, 2001; BOWLER e CRAPO, 2002).

As ERO ocorrem tanto em processos fisiolégicos quanto patoldgicos do
organismo. Fisiologicamente essas espécies ativas apresentam diversas fungdes, como
nas situagdes onde ha necessidade de ativagao do sistema imunolégico como, por
exemplo, os macréfagos que utilizam o H,0, e 0 O," para destruir bactérias e outros
elementos nocivos ao organismo (DELANTY e DICHTER, 1998). As ERO participam ainda
de processos de sinalizagdo celular e estdo também envolvidas na sintese e regulacdo
de algumas proteinas (HUSAIN et al., 1987; DAVIES, 1994). No entanto, seu excesso
apresenta efeitos prejudiciais ao organismo como peroxidacdo dos lipideos de
membrana e agressdo as proteinas, enzimas, carboidratos e DNA (MIDDLETON et al.,

2000; COLEMAN e OLSON, 2002; BARREIROS, 2006).
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Mecanismos de defesas antioxidantes

Para prevenir o dano causado pelos RL e ERO o sistema bioldgico desenvolveu
sistemas de defesa antioxidante, que incluem antioxidantes enzimaticos e ndo-
enzimaticos atuando conjuntamente na prote¢do celulares (CHAUDIERE e FERRARI-
ILIOU, 1999; SZYMONIK-LESIUK et al., 2003). E considerado um agente antioxidante,
qualquer substancia capaz de prevenir os efeitos deletérios dos processos ou reacdes
gue levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celular (FRAGA e OTEIZA,
2002). Pode se incluir como defesas antioxidantes os agentes que cataliticamente
removem RL e outras espécies reativas, e as proteinas que diminuem a
disponibilidades de agentes prooxidantes (HALLIWELL, 2001).

Podemos classifica-los em sistema antioxidantes enzimaticos e nado
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos sdo formados por varias enzimas das quais
pode-se destacar: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) glutationa peroxidase
(GSH-Px) e a glutationa redutase (GSH-Rd) (TIEPPO et al, 2006).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo, contendo cisteina e é o tiol ndo-protéico
mais abundante nas células dos mamiferos podendo ser considerado um dos agentes
mais importantes dos sistemas de defesas antioxidantes. Sua capacidade redutora é
determinada pelo grupamento tiol (-SH) presente na cisteina, atuando também como
transportadora e reservatdrio de cisteina e participa na detoxificacdo de agentes
quimicos e eliminacdo de produtos da peroxidacdo lipidica (PL). E constituida em
conjunto com duas outras enzimas, a GSH-Px e a GSH-Rd formando um sistema. A
versatilidade de suas propriedades quimicas faz com que sirva como um eficiente
agente redutor, interagindo com componentes oxidantes como 0,°, H,0,, OH" Apds a
exposicdo da GSH ao agente oxidante ocorre sua oxidacdo a glutationa oxidada (GSSG),
via enzima GSH-Px, que a utiliza como substrato para eliminar perdxidos (figura 4)
(ANDRADE JR et al., 2005).

A recuperacdo da GSH (figura 5) é realizada pela enzima GSH-Rd, que
dependente de nicotinamida adeninadinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH), sendo
essa uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular. A GSH
pode ainda proteger contra PL, reduzindo a forma oxidada da vitamina E, mantendo-a
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na sua forma reduzida e funcional (YU, 1994; FERREIRA et al., 1997). Variacbes nos
niveis de GSH afetam diretamente a sintese de proteinas e DNA, e ainda situacdes de
estresse oxidativo muito intenso, podem levar a sua perda irreversivel, onde

permanecera na sua forma oxidada (UHLIG e WENDEL, 1992).

GSH-Px

2GSH + H ,0; —p GSSG + H,0

Figura 4 - Reacdo da exposicao da GSH ao agente oxidante.

GSH-Rd

2GSSG + NADPH + HY  —p 2 GSH + NADP*

Figura 5 - Reacdo de recuperacao da enzima GSH.

As SOD s3ao metaloenzimas que catalisam muito eficientemente a dismutagao
de dois O, para formar o H,0; (figura 6), que é menos reativo e pode ser degradado
por outras enzimas (DEL MAESTRO, 1980). Estas enzimas estdo amplamente
distribuidas no organismo com diferentes formas, onde as que contém Cu®* e zinco sdo
encontradas no citoplasma das células eucaridticas e sdo denominadas Cu/Zn- SOD. As
SOD que contém manganés sdo encontradas nas mitocondrias, mais precisamente na

matriz mitocondrial, e sdo conhecidas como Mn-SOD (HALLIWELL, 2001).
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SOD

0,°+0,+ 2H"  —m—m——— H,0; + O,

Figura 6 - Dismutagao de dois radicais O2e para formar o H,0,.

A CAT é a enzima que catalisa a reacao de duas moléculas de H,0, em H,0 e O,,
sendo altamente especifica por atuar em hidroperéxidos de hidrogénio, de etila e de
metila (figura 7). Essa fungdo também pode ser realizada por a GSH-Px , onde na
presenca de baixos niveis de H,0,, os perdxidos organicos sdo eliminados
preferencialmente pela GSH-Px, enquanto que em altas concentragdes predomina a

acdo da CAT (HALLIWELL, 2001; CHUNG-MAN et al., 2001).

CAT

2 H,0; =——————p  2H,0+ 0,

Figura 7 - Reducdo do H,0, até H,0 e O,.

Assim como os mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos, existem
substancias que podem atuar, prevenindo ou inibindo a formacdo de RL ou ERO,
evitando uma a PL na fase de propagagdo e reparando a membrana plasmatica. Sao
conhecidas como antioxidantes ndo enzimaticos como, por exemplos o acido ascérbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-carotenos, flavondides e cisteina, quando
presentes em altas concentragdes, podem contribuir para capacidade antioxidante

total do organismo (ABDALLA, 1993; GUREL et al., 2005).
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Estresse oxidativo

Em condi¢Ges normais (organismos saudaveis), a producdo de espécies reativas
€, em maior parte, balanceada pelos sistemas de defesa antioxidante no organismo.
Quando um desequilibrio ocorre entre a producdo de oxidantes e a defesa
antioxidante, cria-se um estado que denomina-se estresse oxidativo (CROSS et al.,
2002). Diante do estresse oxidativo, o organismo pode reagir de duas formas:
adaptando-se ou sofrendo lesdo celular. Em um caso de estresse oxidativo brando, as
células suportam e respondem a essa situagdo com um aumento na producdo de
defesas antioxidantes, tentando com essa adaptacdo restabelecer o equilibrio.
Entretanto, um estresse oxidativo severo pode causar lesdo celular e, quando muito
intenso, produz danos irreversiveis que leva a morte celular, podendo ocorrer tanto
por PL, necrose e por apoptose celular (HALLIWELL, 2001).

O desequilibrio entre as defesas antioxidantes e os agentes oxidantes pode
causar dano a todos os tipos de biomoléculas, como em DNA, proteinas e lipidios
(BOWLER e CRAPO, 2002). Assim, o estresse oxidativo pode ainda alterar a
permeabilidade seletiva da membrana celular, provocando alteracGes nas bombas
idnicas; provocar mutagdes génicas; favorecer a oxidagdo das lipoproteinas de baixa
densidade, permitindo que as mesmas acelerem os depdsitos de colesterol nas
paredes das artérias, favorecendo o processo artereosclerético; formar residuos
quimicos, que atuam como precursores relacionados com o processo de
envelhecimento; danificar diferentes componentes da matriz extracelular e colaborar

para uma eventual desorganizagao do equilibrio celular (HALLIWELL, 2001).

Peroxidacgao lipidica

A PL pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultantes

da a¢do de RL em lipideos insaturados da membrana plasmatica, gerando

principalmente L" (radical lipidico), LO® (radical alcoxil) e LOO® (radical peroxil), levando
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a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de trocas de metabdlitos e,
numa condicdo extrema, a morte celular (HALLIWELL, 2001).

Por serem formadas em grande parte por lipidios insaturados e proteinas, as
membranas sdo particularmente vulneraveis ao atague oxidativo, podendo haver
modificagbes em suas propriedades, como alteragdes na estrutura e na
permeabilidade (WOZNIAK et al., 2002). Todos os componentes celulares sdo
suscetiveis a acdo das ERO, porém a membrana plasmatica é o mais atingido em
decorréncia da PL, que acarreta altera¢Ges na sua estrutura e na sua permeabilidade,
liberando enzimas que degradam os lisossomos e rapidamente destroem a célula
(HALLIWELL, 2001).

A PL é considerada a maior fonte de produtos citotdxicos, como aldeidos,
produzidos da decomposicdo de hidroperdxidos. Os principais acidos graxos que
sofrem PL na célula sdo acido linoléico, acido araquidonico (AA) e acido docohexandico
(ESTERBAUER et al., 1981; YU, 1994). Apesar de causar danos celulares, a PL é também
considerada um fator de renovacdo de membrana, além de ser um passo essencial na
biossintese de prostaglandinas e leucotrienos a partir do AA (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). A PL se procede em trés etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (figura 8). A
fase de iniciacdo representa o inicio da peroxidacdo, em que o Aacido graxo
poliinsaturado sofre ataque de um RL que é suficientemente reativo para abstrair um
atomo de hidrogénio a partir de um grupo metileno (-CH,-), formando um L°. Este
radical é estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou
seja, duas duplas ligacdes intercaladas por uma ligacao simples (HALLIWELL, 2001).

Em meio aerdbio, o L' se combina com o O, formando o radical LOO®, o qual
pode abstrair um hidrogénio de um outro acido graxo, gerando outro radical de
carbono e promovendo a etapa de propagacdo. A reac¢do do radical LOO® com o dtomo
de hidrogénio abstraido gera um lipidico hidroperdxido (LOOH). Perdxidos ciclicos
também podem ser formados, quando o radical LOO®, reage com uma dupla ligacdo na
mesma cadeia de acido graxo, o que também pode propagar a PL. Por fim, as reacdes
de terminagdo tém como objetivo formar um produto estdvel, o que ocorre quando
dois RL reagem entre si ou até o encontro com um “scaverger” de RL (antioxidante),
gue também produz uma ligacdo estavel (HALLIWELL, 2001).

31



Os radicais LO® e LOO®, também podem: sofrer dismutacdo ou clivagem

formando aldeidos, formar uma ligacdo covalente com residuos de aminoacidos ou

sofrer um rearranjo formando produtos toxicos secundarios da PL (derivados hidroxi-,

ceto-, cetohidroxi- e epoxi-hidroxi-acido graxo) (HSIEH e KINSELLA, 1988).

Acido graxo poliinsaturado

He Abstracdo de hidrogénio por radicais livres

Radical lipidico (L )
Rearranjo molecular

¢ Dieno conjugado

-0, Hmz

0] Radical peroxil (LOOe)
| He

Abstracdode hidrogéniode outrolipidio

O Hidroperodxido lipidico (LOOH)

Reacao Reagédo com

catFaIISadg outro radiacal
por Fe ou Cu

MDA, etano, , +LO®
pentano

Figura 8 - ReacOes em cadeia da peroxidacdo de lipidios.
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Acdo do Diidrocloreto de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)

Levando-se em consideracdo tudo o que foi descrito sobre RL e PL, convém
fazer uma explanacdo sobre o diidrocloreto de 2,2’-azobis (2-metilpropionamidina)
(AAPH) (figura 9). O AAPH é um azocomposto hidrossoluvel gerador de RL que ataca a
regiao aquosa da membrana plasmatica. Os RL gerados por decomposi¢do térmica sao
de uma Unica espécie (SATO et al, 1995) e foram identificados como sendo o ROO’
(LENFANT et al, 2000).

A decomposicao do AAPH gera RL a uma temperatura de 372 C, no pH de 7,4,
com uma taxa de producdo constante sem a geracdo de H,O0, como intermedidrio,
tornando assim seu efeito independente das defesas antioxidantes do tecido. Por esse
motivo, esse reagente tem sido utilizado nas pesquisas cientificas para estudar a agdo
dos RL e as defesas antioxidantes (CABRINI et al., 1995). A geracdo de RL pelo AAPH é
dependente do tempo e da concentracdo (SATO et al, 1995; LENFANT et al.,2000).
Uma vez gerados esses RL no meio extracelular, eles irdo atacar a membrana
plasmatica causando varias alteragGes oxidativas em lipideos e proteinas presentes
(BARTOSZ et al., 1997; LENFANT et al., 2000; SATO et al., 1995; ZOU et al., 2001).

Quando entra em contato com solucdo aquosa o AAPH rende um nitrogénio
molecular (N;) e dois radicais de carbono (Re). Os radicais de carbono sdo formados
em pares e reagem rapidamente com moléculas de oxigénio para produzir ROOe. Sua
meia-vida é, aproximadamente, de 175 horas. Esse fato significa que a taxa de geracao
de radicais é praticamente constante para as primeiras horas (PELUSO et al., 2002). A
taxa de radicais livres (r) gerada pelo AAPH, na temperatura de 372 C é dado pela

seguinte equacado (KAMAYA et al., 1986 ; PELUSO et al., 2002):

r=1.36 x 10° [AAPH] mol It s*

Onde a concentracdo de AAPH é dada em moles. Essa taxa de geracdo de
radicais é diretamente proporcional a concentracdo de AAPH. A quantidade total de RL
formados (TAR) é calculada a partir da equagao (KAMAYA et al., 1986; PELUSO et al.,

2002):
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TAR = 1,36 x 10° [AAPH] t

Onde t é tempo é expresso em segundos e a concentracdo do AAPH é dada em

moles.

HoN

0

N

NH»

* 2HCI

Figura 9 - Férmula quimica do diidrocloreto de 2,2’-azobis (2-metilpropionamidina)

(AAPH).
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MUSCULO LISO TRAQUEAL

Anatomia e fisiologia

A traquéia possui um numero variavel de anéis cartilaginosos do tipo hialino em
forma de C, cujas extremidades livres estdo voltadas para a regido dorsal, aonde ndo
possui cartilagem, apresentando feixes musculares que estdo distribuidos tanto entre
0s anéis cartilaginosos bem como na sua porcdo dorsal. A parede traqueal é revestida
por trés camadas principais de tecido: a mucosa, a submucosa e a adventicia. O
principal tipo de célula da mucosa é o epitélio ciliado, pseudo-estratificado formado
principalmente pelas células caliciformes e células ciliadas que defendem o trato
respiratdrio de particulas estranhas ao organismo, como mostra a figura 10. (BEST e
TAYLOR, 1990).

A camada epitelial € composta por células que formam junc¢des muito
proximas, chegando a impedir o acesso a estruturas subjacentes e agindo como uma
barreira fisica a irritantes (SPINA, 1998). O epitélio apresenta ainda fungdo metabdlica,
ja que é capaz de sintetizar substancias biologicamente ativas como a acetilcolina
(Ach), histamina, muco, citocinas, quimiocinas, prostaglandina E2 (PGE;) e dxido nitrico

(NO) (BOUSHEY et al., 1980; FOLKERTS e NIJKAMP, 1998).

Epitélio traqueal

Musculo

_ e liso

e f Cartilagem
2 hialina

Figura 10 - Desenho ilustrativo mostrando o epitélio traqueal, o musculo
liso traqueal e a cartilagem hialina em forma de C.
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Sinalizacao pelo calcio

O processo de contragdo da célula muscular lisa traqueal é iniciado pelo
aumento na [Ca*]i, que pode ocorrer através de varios mensageiros e canais idnicos
(SOMLYO e SOMLYO, 1968). Os canais de Ca** s3o responsaveis pela entrada do Ca**
na célula em resposta a sinalizacdo da membrana e podem ser classificados em canais
de entrada de Ca®" e canais de liberagao Ca®. A primeira classe subdivide-se canais de
Ca®* voltagem-dependentes (VOCs), que sdo ativados por despolarizacio da
membrana através de estimulos quimicos ou elétricos; canais ca® operados por
receptor (ROCs), que envolvem a ativacdo de receptores e estdo associados a uma
minima ou inexistente despolarizagdo da membrana. A segunda categoria inclui os
canais dependentes de receptores para o trifosfato de inositol (IPs) e para rianodina,
presentes na membrana plasmatica do reticulo sarcoplasmatico (SOMLYO e SOMLYO,
1968).

A entrada de quantidades variaveis de Ca®* para o interior da célula muscular
lisa cria contragdes cuja forga é graduada de acordo com a intensidade do sinal de ca*
(WILLIAMS e FAY, 1986). O influxo de Ca®, a partir do fluido extracelular inicia a
liberagao de Ca* a partir do reticulo sarcoplasmatico no processo conhecido como
liberacdo de Ca** induzido pelo Ca** (LCIC). Entretanto, desde que estoques de Ca** no
interior da célula do musculo liso sejam limitados, contragdes mantidas sao

dependentes do influxo continuado de Ca”* do fluido extracelular (CARL et al., 1996).

Eventos moleculares da contragdo

A contracdo do musculo liso é iniciada quando um estimulo (elétrico ou

s e . 2+ 74 , sy
quimico) abre canais de Ca®" da membrana plasmatica e/ou reticulo sarcoplasmatico.
lons Ca®* entram no citosol da célula do musculo liso e 0 aumento na [Ca™]i induz a
ativacdo de uma proteina plasmatica, a calmodulina (CaM). A CaM ativada pelo Ca™
forma um complexo com esse fon (Ca*2-CaM) que, posteriormente, ira ativar a enzima
cinase da cadeia leve de miosina (MLCK), formando o complexo Ca**-CaM-MLCK. O
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complexo Ca**-CaM-MLCK, fosforila a miosina de cadeia leve (MCL20) que ativara a
atividade ATPase da miosina, permitindo sua fixacdo ao filamento de actina,
promovendo o ciclo das pontes cruzadas e produzindo, deste modo, a contragdao
muscular (WILLIAMS e FAY, 1986, ALLEN e WALSH 1994).

No entanto, a contracdo do musculo liso da traquéia também pode ocorrer sem
que haja uma elevacdo na [Ca®']. O processo contrétil pode ser deflagrado pelo
aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao ca”. Apesar de o mecanismo
mais amplamente aceito, em termos de regulacdo da contracdo do musculo liso, ser o
da ativacdo da MLCK dependente da [Ca2+]i, evidéncias sugerem que esta relagdo é
varidvel e que alguns estimulos podem ativar a MLCK independente da [Ca*?]; (FENG et
al., 1990).

A atividade ATPdsica da miosina do musculo liso € modulada pela fosforilacao
da MCL20 pela MLCK e, em adicdo, o estado de fosforilagdo da MCL20 também é
regulado pela enzima fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), que retira o fosfato
de alta energia da MCL20. Quando a MCL20 ¢é desfosforilada pela MLCP, a atividade
ATPasica e a contragdo sdo inibidas. Assim, contragdes de musculo liso sdao
primariamente controladas através do processo regulatério ligado a miosina (HAI e
MURPHY, 1989). Portanto, a fosforilagdo da MCL20 é determinada por um balango na
ativacdo da MLCK e MLCP, que remove o fosfato de alta energia da MCL20 para
promover o relaxamento do musculo liso traqueal (SOMLYO e SOMLYO, 2003).

Pesquisas demonstraram que a proteina RhoA-GTP, presente na membrana
plasmatica do musculo liso, e seu efetor Rho cinase (ROCK), estdo envolvidas na
sensibilizagcao das proteinas contrateis ao Ca™ (KIMURA et al., 1996). A RhoA-GTP, é
uma pequena proteina G regulatdria, que cicla entre os estados ativo e inativo através
da ligagdo de um GTP ou GDP, respectivamente. Esta troca é realizada por intermédio
dos fatores de troca de nucleotideo de guanina (GEFs) que ativam essas GTPases,
enquanto que proteinas ativadoras da atividade GTPdsica de Rho (GAPs) e inibidores
da dissociacdo dos nucleotideos de guanina (GDIs) inibem a troca de GDP por GTP
(figuras 11 e 12) (VAN AELST e D'SOUZA-SCHOREY, 1997; BOS et al., 2007).

Estudos anteriores demonstraram que a ROCK é altamente expressa nas células
do musculo liso traqueal (FUKATA, 2001; RIENTO e RIDLEY, 2003) e quando ativada,

37



fosforila a subunidade MYPT1 da MCLP inibindo a atividade catalitica desta subunidade
e assim, contribuindo para a manutencdo da contracdo do musculo liso (KIMURA et
al.,1996). Dessa forma, a ROCK altera o equilibrio entre a ativacdo da MLCK e MLCP,
inativando MLCP, resultando em um aumento nos niveis de fosforilagio MCL20 que,
por sua vez, mantera ou acentuara a contragao do musculo liso traqueal a uma dada
fixa [Ca®']. O mecanismo de sensibilizacdo ao Ca®" é iniciado no mesmo instante da
ativacdo da enzima fosfolipase C (PLC) e envolve a ativagdo da via da ROCK, pela
ligacdo do agonista (Ach) ao seu receptor que esta ancorado a proteina G (figura 11).
(WEBB, 2003). Portanto, podemos observar que elevac¢do da [Ca2+]i é passageira, e a
resposta contratil é mantida por um mecanismo sensivel ao Ca** promovido pela
inibicio da atividade da MLCP através da ROCK (FUKATA, 2001; WETTSCHUREK e
OFFERMANNS, 2002).

Outra via celular é proposta para a alteracdo da sensibilidade das proteinas
contrateis ao Ca®*. A CPI-17 (proteina inibitdria ativada por PKC) é uma pequena
proteina que serve como substrato tanto para a ROCK como para a PKC (proteina
quinase C). Quando fosforilada, a CPI-17 se liga a subunidade PP1c da MLCP e inibe a
sua atividade enzimatica (figura 12) (KITAZAWA et al., 2000).
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Figura 11 - Sumario da cascata de sinalizagdo Rho/ROCK (JANSEN e KILLIAN, 2006).
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Acoplamento eletromecanico

O acoplamento eletromecanico é denominado assim devido a regulacdo da
forca de contracdo depender de alteracdes no potencial transmembrana (figural3)
(REMBOLD, 1996). A despolarizagdo da membrana plasmatica induz a contragdo
devido ao influxo de Ca* pelos VOCs, enquanto a hiperpolarizacio da membrana causa
relaxamento por diminuir a probabilidade de abertura destes canais (McFADZEAN e
GILSON, 2002). A despolarizacdo da membrana pode ocorrer diretamente por
estimulagdao elétrica ou pelo aumento na concentragdao de potdssio extracelular
(HERMSMEYER et al., 1998).

Um mecanismo proposto para a despolarizagdao induzida por agonistas é a
ativacao dos canais de cloreto levando a ativagao dos canais de calcio dependentes de
voltagem tipo L, com conseqiiente aumento do influxo de Ca* seguido de contracao

muscular (CRIDDLE et al., 1996).

Acoplamento farmacomecanico

O acoplamento farmacomecanico refere-se a regulacdo da forca de contracao
independente da despolarizagdo, envolvendo uma variagao da [Ca*’]; ou aumento da
sensibilidade de elementos contrateis ao Ca* (REMBOLD, 1996). A elevacdo do Ca™
intracelular é devida a combinacdo das liberacGes de calcio dos estoques intracelulares
e da entrada de Ca** através da membrana por canais ndao dependentes de voltagem,
principalmente os canais de ROCs e os canais de Ca* operados por estoques (SOCs)
(McFADZEAN e GILSON, 2002).

A sinalizagdo do Ca™ é iniciada com a liberacdo de um agonista excitatério,
como a Ach, demonstrando um acoplamento farmacomecanico (figural3). Na
contracdo muscarinica colinérgica, via proteina G, acontecem os seguintes eventos: a
Ach, quando liberada, ird se ligar ao seu receptor Ms (situados na membrana
plasmatica do musculo liso), que sofrera uma mudanga conformacional expondo seu
sitio ativo de alta afinidade com a extremidade C da subunidade a da proteina G. Por
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sua vez, a subunidade a da proteina G, ira ativar a (PLC), que ira promover a hidrélise
de PIP, (bifosfato de fosfotidilinositol) em DAG (diacilglicerol) e IP;. O DAG permanece
ancorado na membrana plasmatica e promove a translocacdo da PKC da membrana
para o citoplasma e sua subseqliente ativacdo. O Ca® gue se liga a PLA, ativa sua
associacdo com a membrana e entdo subseqtiente liberacdo de AA. A conversao de AA
para prostaglandinas e tromboxanos é promovida pela via da COX. Por outro lado, o
IP5 ird se ligar a receptores de IP5 localizados no reticulo sarcoplasmatico, que resultara

na abertura de canais de Ca** e efluxo de Ca** para o citoplasma (MASUO et al.,1994).
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Figura 13 - Esquema ilustrativo da sinalizagdo por ca® para contragao por
acoplamento eletromecénico e farmacomecanico.
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Musculo liso traqueal e sua interagdo com o aumento na concentra¢do de

radicais livres

O sistema respiratorio é diretamente mais exposto ao estresse oxidativo do que
os outros tecidos biolégicos. Esse estresse é considerado um evento celular
determinante em muitas condi¢cGes patoldgicas, sendo a hipdtese oxidativa uma das
mais coerentes para explicar os mecanismos moleculares de algumas doencas (SORG,
2004).

A presenga do estresse oxidativo tem sido bem documentada nas seguintes
condicGes patoldgicas: aterosclerose (ESTERBAUER et al, 1987), doencas
degenerativas, incluindo Doenca de Alzheimer (GIASSON et al., 2002), esclerose lateral
amiotrofica (SORG, 2004), cancer (LOO, 2003), Sindrome de Down (JOVANOVIC et al.,
1998), asma e DPOC (BARNES, 1990 et al; HENRICKS e NIJKAMP, 2001), esclerose
multipla (HALLIWEL, 2001), doencas gastrointestinais (HEMPHILL et al., 1998), artrite
reumatdide (DARLINGTON e STONE, 2001) e sindrome isquemia/reperfusdo
(SALVEMINI et al., 2002). E bem documentado que os RL e ERO estdo em niveis
aumentados nos processos inflamatérios das vias aéreas e possuem um papel
importante na patogénese de doengas respiratdrias como a asma, enfisema pulmonar,
bronquite e a SARA (RAHMAN e MACNEE, 2000; HENRICKS e NIJKAMP, 2001).

A PL ocasionada pelo estresse oxidativo produz transtornos no metabolismo
das células do musculo liso, incluindo aumento na [Ca2+]i, alteracdo no transporte
ibnico, alteracdo na permeabilidade da membrana e sua destruicao (RECKMAGE et al.,
1989). As ERO e os RL causam ainda alteragbes patoldgicas por oxidagdo ou nitragdo de
proteinas, lipidios ou DNA levando a perda da funcdo dessas moléculas (FUJISAWA,
2005). As proteinas sofrem reagBes oxidativas iniciadas pelas RL e ERO, que levam a
alteragdes nas suas estruturas e nos seus estados conformacionais, contribuindo para
a alteracdo da contratilidade do musculo liso (ALDRED e GRIFFITHS, 2004). Processos
como fragmentacdo, agregacdo, além da maior suscetibilidade a proteases,
exemplificam algumas das acBes dos RL sobre as proteinas (YU, 1994; MARKS, et al.,

1996).
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Estudos demonstraram que em musculo liso traqueal de ratos, o H,0,
ocasionou um aumento na [Ca*?]; por influxo de Ca** do meio externo e por liberado
pelo estoques internos (BAUER et al., 1997). Em musculo liso traqueal de cobaios o
H,0, falhou em evocar contracdo (KATSUYUKI et al., 2006). J4 em outro estudo em
musculo liso traqueal de caninos, o H,0, aumento a [Ca+2]i primariamente via liberacdo
de Ca* dos estoques internos (JANSEN, 2000).

Um grande destaque na literatura cientifica tem sido dado a via da ROCK em
relacdo ao aumento da sensibilizacdo do Ca** no musculo liso em geral. Inibidores de
ROCK sdo tdo eficientes quanto os broncodilatadores (LIU et al., 2006). Como ja foi
descrito, a ROCK desempenha um papel central na regulacdo da resposta contratil e na
sensibilidade ao Ca** da maquinaria contratil. No entanto, pouco é conhecido sobre o
envolvimento da sensibilizagao ao Ca no aumento da produgdo de RL em musculo
liso. Assim como é pouco entendido também sobre os detalhes da sua ativacdo e
modulagdo. Porém sabe-se que a ROCK tem um papel chave na regulagao do tonus do
em musculo liso na presenca de RL e ERO. Em musculo liso traqueal de ratos de
cobaios 0 Y27632, um antagonista da ROCK, aboliu a contragao evocada por RL e ERO
(ITO et al., 1996).

Como ja foi mencionado anterirmente, durante o processo de estresse
oxidativo os principais acidos graxos que sofrem peroxidacdo sdo o acido linoléico e o
AA (ESTERBAUER et al, 1987; YU, 1994). O AA, constituinte normal dos fosfolipidios da
membrana plasmatica, pode ser metabolizado até a formagao de prostandides pela via
da COX e a leucotrienos pela via das lipooxigenases. Os prostandides PGE,, PGl,, PGD,,
PGF,, (prostaglandinas) e o tromboxano A, constituem os produtos mais importantes
da vias da COX (JANSEN, 2000). E bem determinado pela literatura cientifica, que as
prostaglandinas participam de diversas acdes metabdlicas, processos fisioldgicos e
patoldgicos, vasodilatacdo ou vasoconstricdo; hiperalgesia; contracdo ou relaxamento
da musculatura brénquica e uterina; hipotensdo; ovulagdo; aumento do fluxo
sanguineo renal; protecdo da mucosa gastrica e inibicdo da secrecdo acida também no
estdmago; resposta imunoldgica; regulagao de atividade quimiotdxica entre outras

(JANSEN, 2000).

44



Atualmente, é bem estabelecido pela literatura cientifica que os RL e as ERO
podem causar a metabolizacdo ndo-enzimatica do AA, produzindo um endoperoéxido
intermediario no meio intracelular, que serd o substrato pra a sintese dos diferentes
tipos de prostaglandinas e isoprostandides (iPs). Os iPs é uma familia de isdmeros dos
prostandides e sdao produzidos durante a PL por agao dos RL e ERO. Existem varias
possiveis estruturas de iPs derivados do AA que sdo produzidos in vivo por mecanismo
envolvendo RL ou ERO (JANSEN, 2000).

Ha uma longa e crescente lista de estados patoldgicos e condicGes
fisiopatoldgicas, associadas aos RL e ERO, que estao intimamente relacionadas com o
aumento da concentracdo dos niveis iPs nas células de organismos vivos (JANSEN,
2000 ). Os niveis de iPs e seus metabdlitos estdo elevados no plasma sanguineos, fluido
broncoalveolar e/ou amostras de tecidos de fumantes (BARRY et al., 1995); pacientes
com asma (CIABATTONI et al., 1999) e DPOC (CIABATTONI et al., 2005). Em diversos
estudos cientificos essas substancias evocaram contracdo em musculo liso, incluindo
as artérias aorta (KROMER, 1998; JIN et al., 2007), carétida (BRUCE et al., 2008),
coronarias (BECKER e MOBERT et al., 1997) e pulmonar (JOHN e VALENTIN, 1997). J4
em musculo liso traqueal, os prostandides evocaram tanto broncoconstricdo (KANG et

al., 1993) bem como broncodilatacdo (PRASAD e GUPTA, 2002; JANSEN et al., 2000).
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O mecanismo contratil do musculo liso traqueal é de grande importancia para o
conhecimento dos papéis fisiolégicos e fisiopatolégicos do mesmo. Por esse motivo, a
contracdo muscular vem tendo ha muitos anos um papel de destaque em varios
estudos cientificos.

O comportamento patolégico do musculo liso, constituinte da maioria dos
sistemas fisiolégicos, como vasos sanguineos, trato gastrointestinal e vias aéreas, estd
relacionado a uma série de patologias, incluindo hipertensao e asma (JANSSEN, 2006) .
O quadro clinico dessas patologias, que apresentam grande impacto social e
econdmico (GRAHAM, 1990), estd intimamente relacionado com as alteracbes da
contratilidade e relaxamento do musculo liso. Dessa forma, tem sido expressiva a
dedicacdo de pesquisadores em elucidar as caracteristicas biofisicas e bioquimicas do
musculo liso traqueal visando uma melhor compreensao de como ocorre a sua
alteracdo fisioldgica em doencgas respiratorias (JANSSE, 2006)).

Atualmente existem muitos estudos sobre os importantes papéis
desempenhados por RL e ERO nos processos patoldgicos do musculo liso traqueal.
Estudos realizados sobre a acdo dos RL revelaram que eles diminuem o metabolismo
da parede vascular, lesam o epitélio e o musculo liso, dilatam arteriolas, abolem a
reatividade vascular e podem desencadear uma reac¢do de PL que destruird as
membranas celulares e causara citopatias multiplas, ocasionando a morte celular
(MATHRU et al., 1994).

Recentemente, foram feitos estudos envolvendo varios tipos de musculo liso
relacionando a PL a geracdo de RL. Como no musculo liso traqueal ha condigOes
patologicas em que se associam as alteragdes da contratilidade com a formagao de RL,
torna-se relevante investigar a interagao entre o efeito dos RL e modificagdes da
contratilidade. O AAPH, um agente que na literatura é apresentado com a propriedade
de ser especificamente indutor de PL, foi estudado em musculo liso de ileo de cobaio e
jejuno de coelho (PELUSO et al, 2002), onde alterou significativamente a

contratilidade, tornando oportuno avaliar sua agao sobre o musculo liso traqueal.
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A terapéutica farmacolégica de muitas doencas respiratorias ainda é
inadequada, seja pela eficacia deficitaria, seja por relativamente alta toxicidade dos
agentes terapéuticos atualmente em uso. Portanto, uma melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos na contracdo do musculo liso traqueal e sua relacdo com o
aumento na producdo de RL, pode permitir novos tratamentos para doencas das vias
aéreas e doencas associadas

Baseado nesses dados julgamos que o estudo dos efeitos do AAPH sobre a
contratilidade do musculo liso traqueal, podera constituir-se em um passo relevante
para a elucidagcdo do mecanismo de acdo de RL e sua associacdo a patologias das vias

aéreas.
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OBIJETIVOS

Objetivo geral

Estudar os efeitos do AAPH in vitro sobre musculo liso de traquéia de rato.

Objetivos especificos

X Caracterizar o efeito do AAPH sobre os acoplamentos farmacomecanico

e eletromecanico no musculo liso de traquéia de ratos.

< Caracterizar o efeito do AAPH sobre o ténus basal do musculo liso de

traquéia de ratos.

K/

o Avaliar a participacdo dos canais de Ca®* voltagem dependentes do tipo
L, dos produtos da via da COX e da enzima Rho cinase durante o aumento da
concentracdo de RL promovido pelo o AAPH, na contratilidade do musculo liso de
traquéia de ratos.

X Avaliar o papel modulatodrio do epitélio e sua interacdo com os efeitos
induzidos pelo AAPH em musculo liso de traquéia de ratos.

X Avaliar o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso de traquéia

de ratos em meio isento de Ca**.
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MATERIAIS E METODOS

Sais e farmacos

Os sais utilizados no preparo das solugdes fisiologicas sao de grau de pureza
analitica obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis, Missouri,
USA), Merck (Darmstaot, Germany), Reagem (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e Wako
Chemicals (USA). As concentragdes foram expressas em milimol/litro (mM) ou
micromol/litro (uUM).

O cloridrato de acetilcolina (Ach) e o acido etileno-bis (b-amino-etil-éter)-
N,N,N’,N’-tetracético (EGTA), diidrocloreto de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)
(AAPH), 0 Y27632, a nifedipina (NIF) e a indometacina (IND) foram adquiridos da Sigma

Chemical Corporation (USA).

Solugdes

A solucdo nutritiva de Tyrode modificada (TM ou Tyrode) teve a seguinte
composicdao expressa em mM: NaCl=136; KCI=5,0; MgCl,=0,98; NaH,P0,=0,36;
NaHCO;=11,9; CaClb=2.0 e Glicose=5,5. A solucdo nutritiva foi mantida
constantemente aerada por borbulhamento de ar, a temperatura de 37° C e o pH
ajustado para 7,4.

0O Y27632 foi utilizado na forma de solugdes preparadas, diluidas diretamente
em tyrode e dimetilssulféxido (DMSO 0,02%) seguido de agitagdo em aparelho, vortex
mixers. A solucdo isenta de célcio (@Ca*) foi produzida com a omissdo do CaCl, da

solucdo de tyrode e adicdo de 0,2 mM de EGTA.

Animais

Neste estudo os animais utilizados foram ratos (Ratus norvegicus), adultos,
machos, da linhagem Wistar, pesando entre 180 e 300 gramas, mantidos com acesso a

agua e ragao, “Ad libitum”, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
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do Ceara (UFC). Os animais foram tratados seguindo as recomendacGes de manuseio
bioético do Guia Internacional de Principios para Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais, Suiga, e do livro “Principios éticos na experimentagao animal” do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), Brasil.

Preparacdo tecidual e mensuragdo da atividade contratil

Os animais foram sacrificados por concussdo cervical. Em seguida foi realizada a
abertura da face ventral do pescogo por uma incisao longitudinal da pele e
afastamento das glandulas e dos musculos para a exposicao e a remocao da traquéia.
A traquéia retirada foi transferida para uma placa de Petri com solugdao de tyrode
possibilitando assim, a eliminacdo dos tecidos anexos e posterior sec¢do de segmentos
transversos circulares (contendo de 4 a 5 anéis de cartilagem) de 4 - 5 mm de
comprimento.

Foram realizados experimentos onde manuseamos cuidadosamente a traquéia
para preservar o epitélio e em outros experimentos foram realizados sem a
preservacao do epitélio, que foi obtido através da insercdo de cotonete na superficie
interna do anel da traquéia.

Os tecidos foram montados em camaras de superfusdo preenchidas com
solugao de tyrode a 37 °C, aerada por borbulhamento de ar e com pH ajustado para
7,4. A preparagdo teve uma extremidade conectada a um transdutor de forga do tipo
“strain gage” (Grass Instruments, modelo FT.03, Quincy, Mass, EUA), através de
fixadores triangulares de aco inoxidavel ligados a fio de algodao, e a outra extremidade
a uma base fixa (figura 14).

As respostas musculares mecanicas (gera¢do de forgca ou relaxamento) foram
transformadas pelo transdutor em sinal elétrico. O transdutor foi conectado a um
amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA), e este a entrada de uma
placa conversora analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada num computador IBM
Pentium, cujos dados coletados foram convertidos em tragados e armazenados em
arquivos através do software WINDAQ versdo 1.65 (DATAQ Instrumentos, Inc. USA),
para analise posterior.
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Apds a montagem da preparacdo, os segmentos isolados de traquéia foram
submetidos a uma tensdo de estabilizacdo de 1 grama e mantida por um periodo de 1
hora, tempo necessario para a adaptacao da preparacdo as novas condicdes. Ao final

da estabilizacdo, considerar-se-a que a preparagao atingiu seu tonus basal de repouso.
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Figura 14 - Representacdo esquematica do setup de contracao.
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Protocolos experimentais

Para avaliar o efeito do AAPH na contratilidade do musculo liso traqueal de
ratos foram feitos os seguintes protocolos:

1. Estudo do efeito do AAPH sobre a contracdo induzida pela Ach e
K*, com e sem a preservacdo do epitélio.

2. Estudo do efeito do AAPH sobre o ténus basal com e sem a
preservacao do epitélio, na presenca e na auséncia de indometacina.

3. Estudo do efeito do AAPH sobre o tonus basal em ¢Ca2+ com a
preservacao do epitélio.

4. Estudo do efeito do AAPH sobre o ténus basal na presenca de
indometacina e nifedipina, sem a preservagao do epitélio.

5. Estudo do efeito proprio do AAPH sobre o ténus basal na
presenga da indometacina e Y27632, sem a preservagao do epitélio.

6. Estudo do efeito prdoprio do AAPH na presenca da indometacina,
nifedipina e Y27632, sem a preservagdo do epitélio.

Em todos os experimentos existiram prepara¢des controles e experimentais
que foram submetidas aos mesmos protocolos e situagdes. Com o objetivo de verificar
a viabilidade e integridade do tecido traqueal, em todos os protocolos experimentais
foi evocada contragdes subseqiientes por 60 mM de K administrado direto no banho,
através de solugao hipertonica. Apos verificar a viabilidade do tecido na preparagao,
todos os protocolos experimentais foram iniciados com a administracdo, por duas
vezes e de forma ndo cumulativa, de Ach (10uM), indutora de contragdo, cuja
amplitude foi aproximadamente de 70 a 80% da contracdo mdaxima (contracdo
submaximal), que foi usada como padrdo de contragdo controle. Ao final de cada
protocolo realizamos 5 lavagens com tyrode em intervalo de 10 minutos, finalizando
com uma contragdo com Ach (10 uM) para verificar a recuperagao final do tecido.

Para elucidacdo do papel modulatdrio do epitélio, utilizamos protocolos sem a
preservagao deste. Para comprovar a remogao do epitélio do musculo liso de traquéia
de rato foi feita analise através da quantificacdo da amplificacdo das respostas
contrateis a Ach nas preparagdes sem epitélio.
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Nos protocolos em @Ca**, a solucdo isenta de célcio foi produzida com a

omissdo do CaCl, da solucdo de Tyrode e adicdo de 0,2 mM de EGTA.

Protocolo 1: Estudo do efeito do AAPH sobre a contragao induzida pela Ach e

K*, com e sem a preservagio do epitélio.

Com o objetivo de estudar o efeito do AAPH sobre o acoplamento
eletromecanico e farmacomecanico na contragao do musculo liso traqueal de rato
usamos o protocolo citado.

Apds as contragdes utilizadas como controle (contracdo submaximal evocada
por 10 UM de Ach) expusemos a preparacao de maneira ndo cumulativa a uma dada
concentracdo de AAPH (0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 60, 100 e 200 mM) e, apds
aproximadamente 5 minutos nessa dada concentracdo (tempo em geral suficiente
para uma eventual contragdo evocada pelo AAPH atingir o estado estacionario),
adicionamos a concentracdo que promoveu a contracdao submaximal de Ach ao banho

(figura 15). Protocolo similar foi realizado, porém sem a preservagdo do epitélio.
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Figura 15 - Representac¢do esquematica do protocolo 1 (com Ach).

Procedimento protocolar similar foi utilizado para a investigagao do efeito do
AAPH (0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 60 100, 200 mM) sobre a contracdo evocada por
K* (figura 16). Essa contracdo foi induzida por uma concentra¢do de 60 mM de K*, cuja
amplitude foi aproximadamente 60 a 80% (contracdo submaximal de K*) da contracdo
maxima promovida pelo K*. Nesses experimentos em que 60 mM de K’ foi utilizado,
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realizaram-se como controle inicial as duas contracées submaximais na auséncia do

AAPH, tanto em condi¢cdes normais como na auséncia do epitélio.

r  * ¢ ¢ % % i

K60 K60 AAPH  AAPH AAPH  AAPH K60
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Figura 16 - Representagao esquemadtica do protocolo 1 (com K60).

Protocolo 2: Estudo do efeito do AAPH sobre o tonus basal com e sem a

preservacgdo do epitélio, na presenca e auséncia da indometacina

Com o objetivo de investigar a participacdo dos derivados da via da COX na
acao do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal, usamos a IND. Apds as
contragdes utilizadas como controle, expusemos a preparacdo a IND (0,2 mM) e, apds
aproximadamente 20 minutos (tempo necessdrio para o seu efeito), expusemos a
preparacao a uma dada concentracdo de AAPH (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 60, 100 e 200
mM), de maneira ndo cumulativa (figura 17). Protocolo similar foi realizado, porém

sem a preservacado do epitélio e na auséncia da IND (figura 18).
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Figura 17 - Representagdo esquematica do protocolo 2 (com IND).
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Figura 18 - Representagdo esquematica do protocolo 2 (sem IND).

Protocolo 3: Estudo do efeito do AAPH sobre o ténus basal em @Ca** com a

preservagao do epitélio

Visto que investigamos, nos protocolos experimentais ja realizados, o efeito
préprio contraturante do AAPH sobre o tonus do musculo liso de traquéia de rato,
torna-se coerente e oportuno a avaliagio da contribuicio do influxo do Ca*
extracelular para esse efeito.

Apos as contragdes evocadas por 10 UM de Ach, concentragdo que promoveu a
contracdo submaximal de Ach, utilizadas como controle, expusemos a preparacao em
@ca’ e em seguida adicionamos ao banho a concentracdo de 3 mM de AAPH. Vale a
perna ressaltar que escolhemos a concentracdo de 3 mM de AAPH por esta ter
evocado maior amplitude contracdo como efeito proprio no ténus do musculo liso

traqueal (figura 19).
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Figura 19 - Representac¢do esquematica do protocolo 3.

55



Protocolo 4: Estudo do préprio do AAPH sobre o tonus basal na presenca de

indometacina e nifedipina, sem a preservagdo do epitélio

Pesquisas realizadas em musculo liso vascular de ratos demonstraram que a
contracdo evocada por RL parece ter estreita relacdo com o influxo de Ca?* do meio
extracelular, através dos canais de Ca’** voltagem-dependentes (SOTNIKOVA, 1998).
Portanto, torna-se vidvel e oportuno avaliarmos a participagao dos canais de ca*
voltagem dependentes do tipo L, na contracdo evocada por AAPH no musculo liso
traqueal, sem a preservacdo do epitélio e na presenca da IND (o que assegura que
estaremos avaliando o efeito préprio do musculo liso traqueal).

Apds essas contragdes, utilizadas como controle e sem a preservagao do

epitélio, incubamos a prepara¢do com a NIF (10 uM) e a IND (0,2 mM) por 20 minutos

e depois expusemos a preparacao a concentracao de 3 mM de AAPH (figura 20).
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Figura 20 - Representagdo esquematica do protocolo 4.

Protocolo 5: Estudo do efeito do AAPH sobre o tonus basal na presenca de

indometacina e Y27632, sem a preservacao do epitélio

E bem revelado pela literatura cientifica que a via da enzima ROCK desempenha
um papel central na regulagio da sensibilidade da maquinaria contrétil ao Ca*" no
musculo liso. No entanto, muito pouco é conhecido sobre o envolvimento da alteragao
dessa sensibilidade ao Ca®" e sua interagio com a acdo dos RL e ERO no musculo liso
traqueal. Em um estudo realizado em musculo liso traqueal de cobaios, verificou-se
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gue o Y27632 (antagonista da via da ROCK) na concentragdo de 10 uM, antagonizou
completamente a contracdo evocada por H,O, (KATSUYUKI et al., 2006).

Considerando-se que a via da ROCK esta envolvida em vdrios processos que
contribuem para a hiperresponsividade do musculo liso na presenca de RL e ERO, o uso
do inibidor de ROCK pode ser, claramente, uma promessa de terapia. Portanto, torna-
se vidvel e oportuno avaliarmos a participacdo dessa via na contracdo evocada por
AAPH em musculo liso traqueal de ratos. Com esse objetivo, escolhemos a
concentracdo 3 mM de AAPH por evocar maior contragdo sobre o ténus do musculo
liso traqueal.

Iniciamos o protocolo com a administracdo da concentracdao de Ach (10 uM).
Apds essas contracOes, utilizadas como controle e sem a preservacao do epitélio,
incubamos a preparagdao com IND (0,2 mM) e Y27632 (10 uM) por 20 minutos. Em

seguida expusemos a preparac¢ao a concentracdo de AAPH 3 mM (figura 21).
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Figura 21 - Representac¢do esquematica do protocolo 5.

Protocolo 6: Estudo do efeito préprio do AAPH na presenga de indometacina,

nifedipina e Y27632, sem a preservac¢ao do epitélio

Visto que investigamos, nos protocolos experimentais ja realizados,
observamos efeito préprio contraturante do AAPH sobre o tonus do musculo liso de
traquéia de rato, torna-se coerente e oportuno a avaliagdo da contribuicdo do influxo
do Ca®* extracelular, a participagdo dos produtos da via da COX, bem como a

contribuicdo da via da ROCK para esse efeito. Com esse objetivo, escolhemos a
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concentracdo 3 mM de AAPH por evocar maior contragdo sobre o tonus do musculo
liso traqueal.

Iniciamos o protocolo com a administragdo da concentragao de Ach (10 uM).
Apds essas contragOes, utilizadas como controle e sem a preservacdo do epitélio,
incubamos a preparagdao com IND (0,2 mM) e Y27632 (10 uM) por 20 minutos. Em

seguida expusemos a preparac¢ao a concentracdo de AAPH 3 mM (figura 22).
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Figura 22 - Representagdo esquematica do protocolo 6.

Analise estatistica

Os resultados dos dados sdo apresentados como média * E.P.M. (n), onde n
representa o niumero de experimentos e E.P.M. é o erro padrdao da média. Os graficos
foram produzidos através do software Sigma Plot 8.0. Foi utilizado o software Sigma
Stat 3.0 para a andlise estatistica, onde foram considerados estatisticamente
significantes os resultados que apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese
de nulidade menor que 5% (p<0,05). Para comparacdo de dois grupos foi realizado o
teste t pareado ou ndo pareado; para mais de dois grupos experimentais, ANOVA
seguido de técnica de contraste (testes paramétricos ou ndo parameétricos), conforme
apropriado, respeitando-se as hipdteses de normalidade da distribuicio e de
homocedasticidade. As ECsg foram calculadas por interpolagcdo semilogaritmica e fit
sigmoide através do software Sigma Stat 3.0, sendo consideradas neste trabalho como
a concentracdo da substancia que é capaz de produzir 50% do efeito maximo

(estimulatério).
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RESULTADOS

Estudamos o efeito do AAPH sobre os parametros contrateis do musculo liso
traqueal de ratos, com o objetivo de caracterizar seus possiveis efeitos sobre o tonus

basal e sobre acoplamento eletromecanico e farmacomecanico.

Efeito do AAPH sobre a contracdo induzida pela acetilcolina em preparagoes
traqueais com e sem a preservacao do epitélio

Verificamos o efeito do AAPH sobre o acoplamento farmacomecanico em
preparacOes traqueais com a preservacdo do epitélio (figura 23a e 23b; tabela 1). O
AAPH produziu efeito bifasico sobre as contragdes submaximais induzidas por Ach nos
experimentos em que os anéis de traquéia estavam com a preservacao do epitélio.

Nas concentragdes 0,01, 0,03, 0,3, 1, 3, 10, 30 e 60 mM o AAPH potencializou
a contracdo evocada por Ach, de maneira dose-dependente, que foi estatisticamente
significante quando comparada com o controle (p<0,05). Seu efeito potencializador foi
maximo na concentracdo de 10 mM (1,2019 * 0,152 g), onde apresentou uma
amplitude de contracdo 60,36% maior quando comparada com seu controle (0,7295 +
0,066 g) (tabela 1). A ECso do seu efeito potencializador, ou seja, levando em
consideragao as concentragdes que evocaram potencializagdo da contragdao de Ach, foi
igual a 0,8776 + 0,4150 mM (tabela 2).

O AAPH apresentou também efeito inibidor, diminuindo as amplitudes de
contracdes nas concentracdes de 100 e 200 mM, que foi significativo em relacdo ao
controle (p<0,05). Na concentracdo 200 mM, o AAPH foi capaz de inibir quase
totalmente a contragdo induzida por Ach, reduzindo para valores insignificantes
(0,0120 £ 0,005 g). A ECso do seu efeito inibidor, ou seja, levando em consideracgdo as

concentragdes que evocaram inibicdo, foi igual a 81,5562 + 4,284 mM (tabela 3).
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Figura 23 - Efeito do AAPH sobre a amplitude de contracdao induzida pela Ach em
musculo liso traqueal com preservagao do epitélio. a) Tracado ilustrativo do efeito do
AAPH sobre o acoplamento farmacomecanico com a preservagdo do
epitélio.v Ach,®lavagem com TM, 4 concentragdo de AAPH. b) Grafico representativo
do efeito do AAPH sobre a contragdo evocada por Ach. Os resultados estdao expressos
em média = EPM (n=10). * p<0,05 em rela¢do ao controle (Two Way ANOVA e Kruskal-
Wallis). A ECsg e ICso foram determinadas por interpolagao logaritmica com intervalo de
confianca 95%. EC5o = 0,8776 £ 0,415 mM (efeito potencializador) e ECsg = 81,5562 *+
4,284 mM (efeito inibidor).
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Como o epitélio é importante modulador nas contracbes do musculo liso
traqueal induzido por neurotransmissores e autacdides (GOLDIE et al., 1990),
resolvemos comparar o efeito do AAPH sobre a contragao submaximal induzida pela
ACh em preparacGes sem a preservacdo do epitélio (figura 24a e 24b; tabela 1).

O AAPH também promoveu a potencializagao da contragao colinérgica em
preparagdo traqueal sem a preservagdo do epitélio, porém somente na concentragao
de 1 mM a contracdo (1,1433 * 0,148 g) foi estatisticamente significante quando
comparada com o controle (p<0,05).

Embora ndo seja estatisticamente significante, a concentracdo que evocou
maior potencializa¢cdo da contragao foi de 10 mM (1,1223 = 0,252 g). A potencializacdo
evocada por AAPH nas concentracdes de 1 e 10 mM correspondem, respectivamente,
a uma contracdo 19,26% e 19,98% maior do que a contracdo do controle. A ECsy do
seu efeito potencializador foi igual a 0,3388 + 0,343 mM (tabela 2).

O AAPH apresentou também efeito inibidor, diminuindo as amplitudes de
contracdes nas concentrages 60, 100 e 200 mM, que foi estatisticamente significante
quando comparada com o controle (p<0,05). Na concentracdo de 200 mM, o AAPH foi
capaz de reverter quase totalmente a contracdo induzida por Ach, reduzindo para
valores insignificantes (0,0012 + 0,016 g). A ECso do seu efeito inibidor foi igual a
57,7786 = 8,607 mM (tabela 3).
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Figura 24 - Efeito do AAPH sobre a amplitude de contragdao induzida pela Ach em
musculo liso de traqueal sem preservacgao do epitélio. a) Tracado ilustrativo do efeito
do AAPH sobre o acoplamento farmacomecanico com a preservacdo do
epitélio.¥ Ach,®lavagem com TM, A concentracdo de AAPH. b) Grafico representativo
do efeito do AAPH sobre a contracdo evocada por Ach. Os resultados estdo expressos
em média £ EPM (n=9). * p<0,05 em relagdo ao controle (Two Way ANOVA e Kruskal-
Wallis). A ECsq e ICso foram determinadas por interpolagdo logaritmica com intervalo
de confianca 95%. EC50=0,3388 + 0,343 mM (efeito potencializador) e EC5o = 57,7786 +
8,607 mM (efeito inibidor).
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre a contragao induzida pela acetilcolina em
preparagdes traqueais com e sem a preservagao do epitélio

Ao compararmos o efeito potencializador do AAPH sobre a contracdo
submaximal de Ach entre preparagdes com e sem a preservagao do epitélio,
observamos diferencas estatisticamente significantes nas concentragdes 3, 10, 30 e 60
mM (p<0,05; figura 25).

Enquanto nas preparagdes traqueais em que o epitélio foi preservado a maior
potencializacdo da contracdo de Ach ocorreu na concentracdo de 10 mM (1,2019 +
0,152 g), nas preparacbes em que o epitélio ndo foi preservado, a concentracdo de
AAPH que evocou maior potencializagao foi 1 mM (1,1433 £ 0,148 g).

Nas preparacdes traqueais em que o epitélio foi preservado, o AAPH (30 mM)
evocou potencializacdo da contracdo de Ach (1,1368 + 0,152 g), que foi
estatisticamente significante quando comparada com seu controle (0,7295 + 0,066 g;
p<0,05). Por outro lado, nas preparagées em que o epitélio ndo foi preservado, o AAPH
(30 mM) ndo evocou potencializacdo da contracdo de Ach (0,9283 + 0,254 g),
apresentando média de contracdo préxima do seu controle (1,0035 + 0,167 g).

Quando comparamos as ECsg do efeito potencializador das preparagdes com a
preservacao do epitélio (0,8776 = 0,415 mM) e sem a preservacdo do epitélio (0,3388
+ 0,343 mM), observamos que ndo sdo estatisticamente diferentes entre si (tabela 2).

Nas preparacOes traqueais em que o epitélio foi preservado, o efeito inibidor
do AAPH foi observado nas concentragdes de 100 e 200 mM, sendo estatisticamente
significante somente na concentracdio de 100 mM, quando comparada com
preparacdes onde ndo houve a preservacao do epitélio (p<0,05; figura 26). Por outro
lado, nas preparacdes sem a preservacao do epitélio, o efeito inibidor do AAPH sobre a
contragao submaximal de Ach foi observado nas concentragdes 60, 100 e 200 mM
(figura 24b).

Na concentragao de 60 mM, em preparagdes em que o epitélio foi
preservado, o AAPH evocou potencializacdo da contracdo de Ach (0,9230 + 0,127 g),
quando comparada com o controle (0,7295 + 0,066 g). Enquanto em preparagdes sem

a preservacdo do epitélio, 60 mM de AAPH evocou inibicdo da contracdo de Ach
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(0,6168 + 0,196 g), quando comparada com o controle (1,0035 + 0,167 g). Quando
comparamos o efeito do AAPH na concentracdo de 60 mM entre as preparag¢ées com e
sem a preservacao do epitélio, observamos que sao diferentes estatisticamente entre
si (p<0,05).

Quando comparamos as ECsy do efeito inibidor das preparagées com a
preservacao do epitélio (81,5562 + 4,284 mM) e sem a preservacdao do epitélio
(57,7786 * 8,607), observamos que sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05;

tabela 3).
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Figura 25 - Comparagao entre o efeito AAPH sobre a contracao induzida pela Ach em
musculo liso traqueal com (n=10) e sem a preserva¢do do epitélio (n=9). Grafico
representativo do efeito do AAPH sobre a contragdo evocada por Ach. Os resultados
estdo expressos em média = EPM. * p<0,05 em relacdo ao controle (Two Way ANOVA
e Kruskal-Wallis). As ECso foram determinadas por interpolagdo logaritmica com
intervalo de confianga 95%. Seu efeito potencializador nas preparagdes com e sem a
preservacao do epitélio apresentou ECso=0,8776 + 0,415 mM e ECsg = 0,3388 + 0,343
mM, respectivamente. Seu efeito inibidor nas preparacées com e sem a preservagao
do epitélio apresentou ECsg = 81,5562 * 4,284 mM e ECsq = 57,7786 £ 8,607 mM,
respectivamente.
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Efeito do AAPH sobre a contracdao induzida pela concentragdo submaximal de

potassio em preparagoes traqueais com e sem a preservagao do epitélio

Verificamos o efeito do AAPH sobre o acoplamento eletromecanico em
preparagdes traqueais com preservagao do epitélio (figuras 26a e 26b; tabela 4). O
AAPH inibiu as contracdes submaximais evocada por concentra¢do submaximal de K*
(60 mM) nos experimentos em que os anéis de traquéia estavam com o epitélio
preservado. Esse efeito relaxante foi estatisticamente significante nas concentragdes
10, 30, 60, 100 e 200 mM quando comparado com o controle (p<0,05). Seu efeito
inibitério foi maximo na concentracdo 200 mM e apresentou ECs igual a 57,4037 +

4,652 mM (tabela 5).
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Figura 26 - Efeito inibitorio do AAPH sobre a contracdao induzida pelo potassio em
musculo liso traqueal com a preservagao do epitélio. a) Tracado ilustrativo do efeito
do AAPH sobre a contragdo eletromecanica (K*) do musculo liso traqueal, com a
preservacao do epitélio.¥ Potdssio (60 mM),®lavagem com TM,4A concentragcdo de
AAPH. b) Gréfico representativo do efeito do AAPH sobre a contracdo evocada por K.
Os resultados estdo expressos em média £ EPM (n=7). * p<0,05 em relagdao ao controle
(Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECso foi determinada por interpolagdo
logaritmica com intervalo de confianca 95%. ECso= 57,4037 + 4,652 mM nas
preparagdes com a preservagao do epitélio.
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Verificamos também o efeito do AAPH sobre o acoplamento eletromecéanico
em preparacOes traqueais sem a preservacdo do epitélio (figuras 27a e 27b; tabela 4)
O AAPH inibiu as contragdes submaximais evocada por concentracdo submaximal de K*
(60 mM) nos experimentos em que os anéis de traquéia estavam sem a preservagao
do epitélio. Esse efeito relaxante foi estatisticamente significante nas concentragdes
30, 60, 100 e 200 mM quando comparado com o controle (p<0,05). Seu efeito
relaxante foi maximo na concentragao 200 mM e apresentou ECso igual a 32,9650 +

2,652 mM (tabela 5).
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Figura 27 - Efeito inibitorio do AAPH sobre a contragao induzida pelo potassio em
musculo liso de traqueal sem a preservacdo do epitélio. a) Tracado ilustrativo do
efeito do AAPH sobre a contrac3o eletromecanica (K*) do musculo liso traqueal, sem
a preservacao do epitélio. ¥ Potassio (60 mM),®lavagem com TM, A concentracdo de
AAPH. b) Gréfico representativo do efeito do AAPH sobre a contragdo evocada por K*.
Os resultados estdo expressos em média * EPM (n=9). * p<0,05 em relacdo ao
controle (Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECso foi determinada por interpolacgdo
logaritmica com intervalo de confianca 95%. ECsp= 32,9650 + 2,652 mM nas
preparagdes com a preservagao do epitélio.
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Comparacao entre o efeito do AAPH sobre a contragao induzida pela concentraciao
submaximal de potassio em preparagdes traqueais com e sem a preserva¢ao do
epitélio

O AAPH inibiu as contragoes induzidas por potdssio em ambas as preparacoes
(figura 28; tabela 4). Ao compararmos o efeito inibidor do AAPH sobre a contracado
eletromecdnica entre preparagdes com e sem epitélio, observamos diferencas
estatisticamente significantes nas concentracdes 3, 30 e 60 mM, quando comparadas
entre si (p<0,05).

Enquanto nas preparagdes com a preservagao do epitélio o efeito inibidor do
AAPH foi significante na concentracdo a partir de 10 mM, naquelas sem a preservacao
do epitélio, a significancia ocorreu a partir da concentracao de 30 mM.

Apresentou ECsq igual a 57,4037 £ 4,652 mM e ECs igual a 32,9650 £ 2,652
mM respectivamente nas preparagdes com e sem a preservagao do epitélio, que foram

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05; tabela 5).
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Figura 28 - Comparac¢do entre o efeito do AAPH sobre a contra¢ao induzida pelo
potassio em preparagoes traqueais com (n=7) e sem a preservag¢ao (n=9) do epitélio.
Grafico representativo do efeito do AAPH sobre a contracdo evocada por K. Os
resultados estdo expressos em média + EPM, (n=7). * p<0,05 em relagdo ao controle
(Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). As ECso foram determinadas por interpolagdo
logaritmica com intervalo de confianga 95%. Nas preparagdes com e sem a
preservacao do epitélio as ECso foram iguais a 57,4037 £ 4,652 mM e 32,9650 + 2,652
mM, respectivamente.
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes traqueais
com e sem a preservagao do epitélio

Estudamos o efeito do AAPH sobre o ténus basal do musculo liso traqueal em
preparacdes com e sem a preservacdao do epitélio (figura 29; tabela 6). O AAPH
apresentou efeito contraturante bifdsico, de maneira dose-dependente, em
preparacdes com a preservac¢do do epitélio e sem a preservacao do epitélio.

Nas preparagdes em que o epitélio foi preservado, a concentragdo que evocou
maior contracdo foi em 3 mM (0,3183 * 0,111 g). Quando comparamos com seu
controle (0,7912 + 0,061 g), verificamos que a contracdo evocada nessa concentracado
de AAPH correspondeu a 36 % da contragao submaximal evocada por concentragao
submaximal de Ach (10 uM).

Por outro lado, nas preparagdes em que o epitélio ndo foi preservado, a
concentracdo que evocou maior contracao foi em 1 mM (0,4212 + 0,086 g). Quando
comparamos com seu controle (0,7912 * 0,061 g), verificamos que a contracgdo
evocada nessa concentracao de AAPH correspondeu a 40,92 % da contracao
submaximal de Ach.

Somente na concentra¢cdo de 100 mM o efeito contraturante sobre o tonus
basal do musculo liso traqueal foi estatisticamente significante (p<0,05), quando
comparamos as preparagdes com e sem a preservacao do epitélio. Nessa
concentracdo, a contracdo evocada por AAPH (0,2137 + 0,033 g) correspondeu a 26,79

% da contragao submaximal evocada por concentragao submaximal de Ach (10 uM).
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Figura 29 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal com (n=11) e sem (n=11) a preservacdo do epitélio. Grafico representativo
do efeito do AAPH sobre o musculo liso traqueal. Os resultados estdo expressos em
média + EPM. * p<0,01 em relagdo as preparagées com e sem a preservagao do
epitélio (Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis).
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes traqueais
na presenca de indometacina, com e sem a preservacao do epitélio

Estudamos o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso tragueal em
preparacdes com e sem a preservacao do epitélio, porém ambos na presenca de IND
(figura 30a e 30b; tabela 6). O AAPH também apresentou efeito contraturante bifasico,
de maneira dose-dependente, em ambas as preparacdes. Esse efeito foi
estatisticamente significante somente nas concentragdes de 1 e 10 mM, quando
comparamos 0s experimentos com e sem a preservacao do epitélio, ambos incubados
com IND (p<0,01).

O AAPH apresentou efeito contraturante maximo na concentragao de 3 mM
em ambas as preparagdes traqueais. Nas preparagdes com a preservagao do epitélio e
na presenca da IND, o AAPH (3 mM) evocou contragdo (0,9032 * 0,122 g) que
correspondeu a 68,71 % da contracdo submaximal evocada por concentracgdo
submaximal de Ach (1,006 = 0,089 g). De forma semelhante, nas preparagdes sem a
preservacao do epitélio e na presenca da IND, o AAPH (3 mM) evocou contragdo
(0,8720 = 0,108 g) que correspondeu a 67,84 % da contracdao submaximal de Ach
(1,006 £ 0,089 g).
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Figura 30 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal na presenca da indometacina, com preserva¢ao do epitélio (n=9) e sem a
preservagdo do epitélio (n=11). a) Tracado ilustrativo do efeito do AAPH sobre o tonus
do mdusculo liso traqueal, sem a preservacdo do epitélio e na presenca da
indometacina.v Ach,®lavagem com TM, 4 concentragdo de AAPH, AIND. b) Grafico
representativo do efeito do AAPH sobre o ténus do musculo liso traqueal. Os
resultados estdo expressos em média = EPM. * p<0,01 em relagdo ao efeito do AAPH
sem e com a preservacao do epitélio, ambos na presenca da IND (Two Way ANOVA e
Kruskal-Wallis).
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes traqueais
com a preservacao do epitélio, na presenca e na auséncia de indometacina
Quando comparamos o efeito do AAPH sobre o tonus basal das preparacdes

traqueais com o epitélio preservado com aquelas em que o epitélio também foi
preservado, porém na presenca de IND, observamos que o efeito contraturante do
AAPH foi potencializado (31a e 31b; tabela 6).

Nas concentragdes 1, 3 e 10 mM o efeito contraturante do AAPH sobre o
tonus foi estatisticamente significante quando comparado com os experimentos em
gue a preparacao foi incubada com IND (p<0,01). O efeito contraturante do AAPH foi
maximo na concentracdo de 3 mM em ambas as preparagdes traqueais, porém, na

presenca de IND foi 32 % maior.
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Figura 31 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal com preservacao do epitélio, na presenga (n=9) e auséncia da indometacina
(n=11). a) Tracado ilustrativo do efeito do AAPH sobre o tonus do musculo liso
traqueal, com a preservacdo do epitélio e na presenca da IND.¥ Ach,®lavagem
TM, A concentracdo de AAPH, AIND. b) Grafico representativo do efeito do AAPH
sobre o tobnus do musculo liso traqueal. Os resultados estao expressos em média t
EPM. * p<0,01 em relagdo ao efeito do AAPH com a preservagdo do epitélio, na
presenca e na auséncia da IND (Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis).
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes traqueais
com a preservacdao do epitélio e sem a preservacdo do epitélio, na presenca da
indometacina

Comparamos o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal
entre preparacdes sem a preservacdo do epitélio e na presenca de IND, com
preparacdes em que o epitélio foi preservado (figura 32; tabela 6). O AAPH apresentou
também apresentou efeito contraturante, que foi estatisticamente significante
somente na concentragdo de 3 mM, quando comparado com os experimentos em que
o epitélio foi preservado (p<0,001).

Nas preparacées sem a preservacado do epitélio e na presenca da IND, o AAPH
(3 mM) evocou contracdo que foi 31,84 % maior do que a contracdo evocada pela

mesma concentragdo nas preparagdes em que o epitélio foi preservado.
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Figura 32 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal com preservacdo do epitélio (n=9) e sem a preservagdo do epitélio, na
presenca da indometacina (n=11). Grafico representativo do efeito do AAPH sobre o
tobnus do musculo liso traqueal. Os resultados estdao expressos em média £ EPM.
*p<0,001 em relacdo ao efeito do AAPH com a preservacdo do epitélio e sem a
preservacao do epitélio, na presenga da indometacina (Two Way ANOVA e Kruskal-
Wallis).
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Comparagdo entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes traqueais
sem a preservacao do epitélio, na presenca e na auséncia da indometacina

Comparamos o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal
entre preparacdes sem a preservacao do epitélio, na presenca e na auséncia da IND
(figura 33; tabela 6). O AAPH apresentou efeito contraturante, que foi estatisticamente
significante somente na concentragdao de 3 mM, quando comparamos ambas as
preparacdes (p<0,001).

Nas preparacdes sem a preservacado do epitélio e na presenca da IND, o AAPH
(3 mM) evocou contragdo que foi 29,29 % maior do que a contracdo evocada pela

mesma concentragdo nas preparacées somente sem a preservacdo do epitélio.
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Figura 33 - Comparagao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal sem preservacdo do epitélio, na presenca (n=11) e na auséncia (n=11) da
IND. Grafico representativo do efeito do AAPH sobre o tdnus do musculo liso traqueal.
Os resultados estdo expressos em média = EPM. * p<0,001 em relacdo ao efeito do
AAPH sem a preservacao do epitélio, na presenca e na auséncia da indometacina(Two
Way ANOVA e Kruskal-Wallis).
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Efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes com a preservagao do epitélio e
mantidas em meio isento de Ca>*

Resolvemos investigar o efeito do AAPH sobre o ténus basal do musculo liso
traqueal em @Ca**, ou seja, em meio isento de Ca”. Para isso, submetemos a
preparacdo, com a preservacio do epitélio, em @Ca’* e adicionamos ao banho a
concentragdo 3 mM de AAPH (figura 34). A partir desse protocolo experimental,
adicionaremos ao banho a concentracdo de 3 mM, por ter sido a concentragdo que
evocou contragdo maxima sobre o tdnus do musculo liso traqueal.

O AAPH evocou contracdo minima, ou seja, quase nula nas preparacoes
traqueais em @Ca*", e teve a amplitude média expressa em percentuais da contracdo
submaximal de Ach igual a 0,0290 £ 0,012 g. A amplitude de contragao induzida por 3
mM de AAPH em TM e com a preservacao do epitélio foi igual a 0,3183 + 0,101 g.

Quando comparamos as respostas contrateis induzidas pelo AAPH em @Ca’* e
em TM, ambos com a preservacdo do epitélio, observamos diferenca significativa

(p<0,05).
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Figura 34 - Comparagao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal em tyrode modificado (n=7) e em meio isento de ca* (n=5). Grafico
representativo do efeito do AAPH sobre o tonus do musculo liso traqueal em @Ca**. Os
resultados estdo expressos em média = EPM. * p<0,05 entre concentracdo 3 mM de
AAPH em TM e em @Ca’*. & p<0,01 entre controle e concentracdo de AAPH em TM. #
p<0,01 entre controle e concentracio de AAPH em @Ca** (test t de studant n3o
pareado).
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Efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagdes sem a preservagao do epitélio,
na presenca da indometacina e nifedipina

Resolvemos investigar o efeito do AAPH sobre o ténus basal do musculo liso
traqueal em preparacdes traqueais sem a preservacdao do epitélio e na presenca da
IND, para assegurar que estaremos estudando a resposta somente do musculo liso,
independente da interferéncia do epitélio e dos produtos da via da COX.

Para avaliarmos o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal por mecanismos que independam do influxo extracelular de ca”,
adicionamos ao banho NIF, um bloqueador da entrada de Ca®* pelo canal do tipo L
voltagem dependente (figura 35a e 35b; tabela 7).

O AAPH, na concentragdo de 3 mM, adicionado ao banho na presenga de IND
e NIF evocou contracdo (0,2692 + 0,028 g) que foi menor do que a contra¢do evocada
por essa mesma concentra¢do de AAPH na presenga somente da IND (0,7616 + 0,098
g). A contracdo evocada por AAPH em presenca de IND foi estatisticamente
significante quando comparada com a contracdo evocada por AAPH em presenca de

IND e NIF (p<0,05).
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Figura 35 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal sem a preservagao do epitélio, na presenca da indometacina e nifedipina.

a) Tracado ilustrativo do efeito inibitdrio da nifedipina sobre a contracdo evocada por
AAPH em preparagGes de musculo liso traqueal sem a preservacdo do epitélio e na
presenca da indometacina.¥ Ach,®lavagem com TM, 4 concentracdao de AAPH, A IND,
Y NIF. b) Gréfico representativo comparando o efeito do AAPH sobre o tdnus do
musculo liso traqueal em preparagdes na presenca (n=8) e auséncia da NIF (n=11). Os
resultados estdo expressos em média = EPM. * p < 0,05 entre controle e preparacgées
na presenca e auséncia da nifedipina (test t de studant ndo pareado).
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Efeito do AAPH sobre o tonus basal em preparagoes sem a preservagao do epitélio,
na presen¢a da indometacina e Y27632

Para avaliarmos a participacdo da sensibilidade das proteinas contrateis ao
Ca* na presenga AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal, adicionamos ao
banho o Y27632, um bloqueador da via da ROCK. Para assegurar que estaremos
estudando a resposta somente do musculo liso, independente da interferéncia do
epitélio e dos produtos da via da COX, as preparacdes traqueais foram mantidas sem a
preservacao do epitélio e em presenca de IND (figura 36a e 36b; tabela 7).

O AAPH, na concentracdo 3 mM, adicionado ao banho em presenca de IND e
Y27632, evocou contracdo (0,0236 £ 0,013 g), que foi inferior a contracdo evocada por
essa mesma concentragdao de AAPH na presenga somente da IND (0,7616 *+ 0,098 g).
Esse resultado demonstra o potente efeito inibidor do Y27632, que foi
estatisticamente significante quando comparado com preparacdes traqueais somente

na presenca da IND (p<0,05).
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Figura 36 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal sem a preservacdao do epitélio, na presenca da indometacina e Y27632.
a)Tracado ilustrativo do efeito inibitério do Y27632 sobre a contracdo evocada por
AAPH em preparagGes de musculo liso traqueal sem a preservacdo do epitélio e na
presenca da indometacina.¥ Ach,®lavagem com TM, 4 concentracdao de AAPH, A IND,
AY27632. b)Gréfico representativo comparando o efeito do AAPH sobre o ténus do
musculo liso tragueal em preparacdes na presenca (n=5) e auséncia da Y27632 (n=11).
Os resultados estdo expressos em média + EPM. * p < 0,05 entre controle e
preparacdes na presenca e na auséncia de Y27632 (test t de studant ndo pareado).
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Comparagdo do efeito do AAPH sobre o tonus basal em prepara¢bes sem a

preservacgdo do epitélio, na presenga da indometacina, Y27632 e nifedipina

Quando comparamos o efeito do AAPH (3 mM) sobre o tonus basal do
musculo liso traqueal entre preparacdes traqueais em presenca de IND e NIF (0,2692 +
0,028 g), com preparacgdes traqueais em presenca de IND e Y27632 (0,0236 = 0,013 g),
observamos que ambas as substancias diminuem de maneira significante a amplitude
de contracdo evocadas pelo AAPH, quando comparadas com preparacdes somente na
presenca da IND (0,7616 + 0,098 g) (figura 37; tabela 7).

Entretanto, o Y27632 apresentou a particular caracteristica de inibir quase
totalmente a amplitude de contracdo evocada pelo AAPH, ao passo que a NIF diminuiu
a contracdo provocada pelo AAPH, porém em menor magnitude. O efeito do AAPH em
presenca da NIF e Y27632 foi estatisticamente diferente quando comparados entre si
(p<0,05).

Quando comparamos o efeito préprio do AAPH (3 mM) entre preparagoes
traqueais em presenca de IND e Y27632 (0,0236 *+ 0,013 g), com as preparagoes
traqueais em presenca de IND, NIF e Y27632 (0,0200 + 0,006 g), observamos que
ambas preparac¢ées apresentam amplitudes de contracbes semelhantes e ndo diferem

estatisticamente entre si.
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AAPH sem epitélio + IND

AAPH sem epitélio + IND + NIF

AAPH sem epitélio + IND + Y27632
AAPH sem epitélio + IND + Y27632 + NIF

ENOEN

180 1

160 A

140 7 Indometacina + 3 mM AAPH

120
# Y27632
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80 Nifedipina Nifedipina
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% Contracao Ach (10 vM)
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H* 3t
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Figura 37 - Comparacao entre o efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso
traqueal sem a preservagdo do epitélio, na presengca da indometacina entre
preparagdes na presenca da nifedipina e do Y27632. Grafico representativo
comparando o efeito do AAPH sobre o ténus do musculo liso traqueal entre
preparacdes sem a preservacao do epitélio e na presenga da IND (n=11), na presenca
do Y27632 (n=5), na presenca da NIF (n=8) e na presenca da NIF e Y27632 (n=5). Os
resultados estdo expressos em média £ EPM. * p<0,05 entre controle e preparagdes na
presenca da IND, na presencga da IND e NIF, na presenga da IND e Y27632. # p<0,05
entre controle e prepara¢des na presenca da IND, na presenca da IND e NIF, na
presenca da IND, Y27632 e NIF (test t de studant ndo pareado).
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DISCUSSAO

Apesar de o AAPH, no que concerne a contratilidade, ja ter sido estudado em
musculo liso intestinal, como em ileo de cobaio e jejuno de coelho (PELUSO et al.,
2002), a literatura ndo documenta estudos dessa substancia em musculo liso traqueal.
Portanto, o presente estudo se constitui em uma contribuicdo a literatura que é
original e, adicionalmente, relevante. Essa relevancia advém do fato de o AAPH ser um
agente modelo para inducdo da PL e inducdo da formacdo dos RL (PELUSO et al.,
2002), como também pelo fato de no acoplamento excitacdo-contracdo do musculo
liso traqueal apresentar alteragdes peculiares ocasionadas em decorréncias de
doengas respiratérias que, por sua vez, estdo relacionadas com o aumento na
producgdo de RL (JANSEN, 2006).

Nosso objetivo foi simular o aumento na concentracdo de RL na presenca do
AAPH e investigar seus efeitos sobre a contratilidade de musculo liso traqueal de rato.
O AAPH apresentou sobre o ténus basal do musculo liso traqueal de ratos, a
caracteristica interessante de induzir contragdo bifasica em relagdo a concentragao,
como efeito préprio, e de ser um agente bloqueador de contragdes induzidas por Ach
e K'. Outra caracteristica interessante foi que o AAPH foi capaz de induzir
potencializagdo da contragao evocada por Ach, fato este que nado foi observado sobre a
contracdo evocada por K.

Sobre o tonus basal, o AAPH evocou contragao bifasica que foi dependente de
concentracdo. Esse achado estd de acordo com a literatura quando foi avaliado o
efeito do H,0, em musculo liso de aorta de cobaios (GAO e VANHOUTTE, 1993),
musculo liso de traquéia de ratos (SZAREK e SCHMIDT, 1990) e gatos (BAUER et al.,
1997).

A camada epitelial que reveste a traquéia é capaz de sintetizar uma ampla
variedade de substdncias biologicamente ativas, dentre elas o0s prostandides
(FOLKERTS e NIJKAMP, 1998). Os RL sdo conhecidos por estimular a liberagdo e o
metabolismo do AA. A sintese dos prostandides, a partir da metabolizacdo do AA por
RL, pode exercer diversos efeitos bioldgicos sobre a musculatura lisa, podendo variar
de uma poderosa contracdo até um completo relaxamento, dependendo da espécie e
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do tecido animal (JANSEN, 2000). A importancia do epitélio na responsividade da via
aérea é notdria quando se avalia as repercussdes provocadas pelo dano epitelial, uma
consequéncia da inflamagao das vias aéreas, que tem intima participagdo com o
aumento da producdo dos RL. Estudos in vitro, tém demonstrado que a lesdo epitelial
ocasiona aumento da responsividade bronquica a diversos agentes farmacoldgicos
(BOSKABADY e TEYMOORY, 2003).

Para elucidar a importancia da participagdo do epitélio, realizamos
experimentos em que o epitélio ndo foi preservado. Nossos resultados demonstraram
que, de um modo geral, o epitélio ndo modulou o efeito contraturante do AAPH sobre
o tonus basal do musculo liso traqueal, pois somente apresentou diferenca
estatisticamente significante na concentragdao de 100 mM quando comparado com
preparacdes com a preservacdao do epitélio (figura 29). Portanto, nossos dados
sugerem que o epitélio ndo modula de forma significativa o efeito do AAPH sobre o
musculo liso traqueal de ratos.

Por outro lado, a contracdo induzido por AAPH foi de maneira importante
modulada na presenga de IND, pois houve diferenga na amplitude de contragao entre
preparacdes com a preservacao do epitélio, na presenga e na auséncia da IND, a uma
dada concentracdo de AAPH (figura 31). A concentracdo de AAPH que evocou maior
contracdo foi 3 mM, tanto na presenca como na auséncia da IND. Porém, quando
comparamos essas amplitudes de contracdo na presenca (0,906 £ 0,12 g) e na auséncia
(0,310 £ 0,10 g) de IND, podemos observar que a inibicdo dos metabdlitos da via da
COX apresenta importante e significativa modulagao no efeito do AAPH sobre o tonus
basal do musculo liso traqueal.

Portanto, em todas as preparagées mantidas com ou sem a preservagdo do
epitélio, porém na presenca de IND ,apresentaram maior amplitude de contracdo
(figuras 30, 31, 32 e 33), demonstrando a importante participagdo dos produtos da via
da COX no efeito do AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal.

Esses achados sugerem que o radical peroxil, a partir da decomposicdao do
AAPH, poderia favorecer maior geracdo de prostandides relaxantes (PGl; e PGE;) do
que prostandides contraturantes (PGF,, € TXA;) em musculo liso de traquéia de ratos

com epitélio preservado. O mesmo resultado foi demonstrado em musculo liso
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traqueal de coelhos em presenca de H,0, e IND (PRASAD e GUPTA, 2002). Porém, em
musculo liso traqueal de cobaios, a presenca da IND inibiu a contracdo evocada pelo
H,0, (RHODEN e BARNES, 1989) e em ovelhas atenuou a broncoconstricdo (LANSING,
1991). Esses resultados sugerem que, nessas espécies, o H,0, evoca maior liberacdo de
prostandides contraturantes a partir da via da COX. Essa observagcdo e nossos
resultados sugerem que ha uma diferenca substancial na producdo dos metabdlitos da
via da COX entre as diferentes espécies e, por esse motivo seus efeitos fisioldgicos pela
acdo dos RL sdo discrepantes.

Embora seja dificil prever a composicao exata de prostandides que sdo
produzidos em presenca de RL ou a resposta a esse complexa composicdo de
autocoides, podemos afirmar que em presenca de AAPH (radical peroxil), a maior
parte da composicao dessas moléculas evocam efeito inibidor como efeito geral, em
musculo liso traqueal de ratos.

Como ja foi anteriormente mencionado, os prostandides sao reconhecidos na
literatura cientifica por modular a contratilidade do musculo liso, mas ndo ha maiores
evidéncias sobre os efeitos especificos dessas substancias no musculo liso traqueal. As
vias de sinalizacdo sdo pouco conhecidas e quase ndo ha publicacdes dos seus efeitos
sobre cinases e canais i6nicos. Talvez, mais importante ainda, os receptores que
intermedeiam seus efeitos sdo pouco conhecidos. Uma melhor compreensdo sobre as
vias de sinalizagdo pelas quais essas moléculas atuam pode permitir o
desenvolvimento de novos farmacos para diversas doengas respiratorias, bem como
doengas cardiovasculares. Nesse contexto, é interessante notar que algumas terapias
para essas doengas (inibidores de COX, antagonistas de leucotrienos, anti-histaminicos,
anti-colinérgicos, bloqueadores o-adrenérgicos e [-agonistas) sdo ineficazes para
anular os efeitos dos prostandides.

Atualmente, um grande destaque na literatura cientifica tem sido dado a via da
ROCK e sua interagdo com o aumento da sensibilizagdao ao Ca** no musculo liso em
geral. Inibidores de ROCK s3o tdo eficientes quanto os broncodilatadores (IIZUKA et al.,
1999). Entretanto, ndo ha trabalhos publicados sobre a via da ROCK e sua relagdo com
o efeito do AAPH sobre musculo liso traqueal. Portanto, para estudar a interagdo do
AAPH com a via da sinalizagdo da ROCK sobre o musculo liso traqueal, realizamos
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experimentos usando inibidor de ROCK (Y27632), porém na presenca da IND e sem a
preservacao do epitélio (para verificar somente a acdao do AAPH sobre o musculo liso
traqueal, sem a interferéncia do epitélio e dos metabdlitos da via da COX).

Nosso dados revelaram que o Y27632 antagoniza de forma importante e
significativa a contragao evocada por 3 mM de AAPH em musculo liso de traquéia de
ratos (figura 36). Nossos dados estdo em concordancia com recente estudo realizado
em musculo liso traqueal de cobaios, onde o Y27632 antagonizou de maneira
significativa a contracdo evocada por H,0, (KATSUYUKI et al., 2006). Podemos entdo
sugerir, que a acao contraturante do AAPH sobre o musculo liso traqueal de ratos atua
provavelmente por uma via que depende do aumento da sensibilidade das proteinas
contrateis ao Ca”".

Considerando que a via da ROCK esta envolvida em processos patolégicos de
doencas respiratdrias, nosso trabalho demonstra que o uso de inibidores dessa via é
claramente uma promessa de terapia. Administracao oral de inibidor de ROCK parece
ser bem tolerada e sem graves efeitos colaterais em fase Il de ensaios clinicos,
indicando um perfil de seguran¢a adequado (SHIMOIKAWA et al., 2002). Além disso,
estudos anteriores indicaram que quando aplicados por nebulizacdo, inibidor de ROCK
inibiu de maneira seletiva e sem aparentes efeitos sistémicos, a pressdao arterial
pulmonar (NAGAOKA et al., 2005) e a resisténcia das vias aéreas (IIZUCA et al., 1999)
em modelos de doengas animais. Embora esses estudos indiquem que inibidores de
ROCK sao razoavelmente seguros, estudos futuros sao necessarios para estabelecer a
utilidade dos inibidores de ROCK no tratamento de doencas respiratérias (KATSUYUKI
et al., 2006).

Para avaliarmos a participacdo dos canais de ca® voltagem dependentes do
tipo L na contragdo evocada por 3 mM de AAPH, sem a preservagao do epitélio e na
presenca de IND, realizamos experimentos usando a NIF, um blogueador dos canais de
ca* operados por voltagem do tipo L. Nossos dados relevaram que a NIF antagonizou
parcialmente, mas de maneira significativa a contracdo evocada por essa dada
concentragdo de AAPH (figura 35). Portanto, canais de ca* operados por voltagem do
tipo L participam parcialmente da contracdo evocada por AAPH em musculo liso
traqueal de ratos. Coerente com o presente estudo, achados sobre a contracdo
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evocada por H,0, em musculo liso traqueal de cobaios na presenca de verapamil
(bloqueador seletivo dos canais de Ca®* operados por voltagem), também inibiram
parcialmente a contragdo evocada por essa substancia (KATSUYUKI et al., 2006). Além
disso, pesquisas realizadas demonstraram que a contracdo evocada por H,0, em
musculo liso vascular de ratos foi devido ao aumento da [Ca2+]i, através da ativacao
dos canais de Ca** voltagem dependentes (SOTNIKOVA, 1998). Diante desses achados
é razoavel sugerir que a contragdao evocada por AAPH, com participagao dos canais de
Ca” voltagem dependentes, ocorre em parte por um aumento da [Ca®']..

Adicionalmente a importancia de avaliarmos a participagao dos canais de ca*
voltagem dependentes do tipo L na contracdo evocada por 3 mM de AAPH, faz-se
também importante e necessario avaliarmos a participagdo do influxo de ca* para
contribuicao desse efeito. Para isso, realizamos experimentos com a preservagao do
epitélio e em meio isento de Ca®*. Nossos dados revelaram gue em meio isento de
Ca*, 3 mM de AAPH evocou contragao minima, demonstrando o papel essencial do
Ca’* extracelular na contracio evocada por AAPH (figura 34). Esse achado estd
coerente com a literatura, quando em musculo liso de traquéia de cobaios o AAPH
falhou em evocar contracdo em meio isento de Ca** (KATSUYUKI et al., 2006).

Em estudo anterior, em células musculares lisas de traquéia de ratos, o
aumento na [Ca2+]i evocadas por H,O, foi atribuido ao influxo de Ca®* do meio
extracelular e também a liberacdo de Ca”* dos estoques internos (BAUER et al., 1997).
Em outro estudo em musculo liso de traquéia de caninos, o H,0, aumentou [Ca2+]i
primariamente através liberacdo de Ca® dos estoques internos (JANSEN et al., 2000).
Porém, no presente estudo o AAPH evocou contragdo minima em meio isento de Ca”".
Assim, a liberacdo de Ca®* dos estoques internos e o influxo de Ca**através dos canais
operados por estoque, mostram-se hipdteses de probabilidade questionavel para
explicar a contracdo evocada por AAPH em musculo liso de traquéia de ratos.

Realizamos experimentos adicionais em que o musculo liso traqueal, sem a
preservacao do epitélio e em presenca de IND, foi incubado com NIF e Y27632
simultaneamente. Nossos resultados mostraram que o bloqueador de ROCK
juntamente com a NIF ndo exerceram inibicdo adicional relevante a contracdo de 3
mM de AAPH (figura 37). O efeito inibitério exercido pelo Y27632 e a NIF juntos foi
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semelhante ao bloqueio exercido somente pela acdo do Y27632 em musculo liso de
traquéia de rato em presenca do AAPH. Diante desse resultado, podemos sugerir que o
aumento da sensibilidade ao Ca** evocado pelo AAPH se sobrepde ao efeito sobre os
canais de Ca®' operados por voltagem. Porém, podemos afirmar que a contracdo
evocada pelo AAPH sobre o tonus basal do musculo liso traqueal esta relacionada nao
sé ao aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca** através da ativacdo da
via da ROCK, como também a manuteng¢ao do influxo de Ca** através dos canais de
Ca**. Como o bloqueio da contracdo pela remocdo do Ca** extracelular é bem maior do
gue aquele promovido pela NIF, sugere-se que outras vias de transporte de ca® para o
meio intracelular estejam envolvidas. Entretanto, o mecanismo que envolve a
regulacdo intracelular de Ca’*ea ativacdo da via da ROCK ainda sao incertos.

Os RL evocam uma variedade de respostas mecanicas no musculo liso traqueal,
dependendo das condigOes experimentais, como o estado do tonus do musculo liso
(interagdo com agonistas) e as espécies animais examinadas. Sobre o acoplamento
farmacomecanico o AAPH apresentou duplo efeito em anéis de traquéia com e sem a
preservacao do epitélio: 1) em baixas concentragGes foi capaz de potencializar as
contra¢Oes induzidas por Ach, 2) em concentracbes maiores foi capaz de reverter
totalmente as contragdes induzidas por Ach (figura 23). Sobre o acoplamento
eletromecénico o AAPH também apresentou efeito inibidor em anéis de traquéia com
e sem a preservac¢ao do epitélio, porém nao apresentou efeito potencializador (figura
26).

O efeito potencializador sobre a contracdo colinérgica, em baixas
concentracdes do AAPH, é um dado novo na literatura, ndo tendo sido observado no
Unico trabalho realizado com esse reagente em musculo liso intestinal (PELUSO et al.,
2002). E bem aceito na literatura cientifica que a ativagdo da via da ROCK por agonistas
como a Ach, pode promover o aumento da fosforilacgdo da MLCK, resultando em
manuten¢do ou aumento da contra¢gdo no musculo liso (FERNADES et al., 2006). E
documentado na literatura cientifica que o H,0, foi capaz de evocar contracdo em
musculo liso traqueal de cobaios por ativagao da via da ROCK (KATSUYUKI et al., 2006),
o que corrobora com o presente trabalho, uma vez que também observamos uma
contribuicdo da via da ROCK para o efeito contraturante evocado por AAPH (figura 36).
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Podemos ainda citar que o AAPH foi capaz de evocar contracdo sobre o tonus basal do
musculo liso traqueal e também evocar potencializagdo da contracdo da Ach, ambas
em uma faixa similar de concentracao (figuras 23 e 36). Portanto, é razodvel lancar a
hipotese de que o efeito potencializador da contracdo colinérgica evocado por AAPH
tenha uma participagao por um aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao
ca”.

Nas preparagdes em que o epitélio nao foi preservado, o efeito potencializador
na contracao colinérgica evocado pelo AAPH ndo foi relevante quando comparado com
o controle (figura 24). Esse efeito pode ser explicado através de varias hipdteses. Como
a desepitelizacdo ja aumenta a amplitude de contracdo, levando-as para valores
proximos do limite fisiolégico de contragdo maxima do musculo, uma hipotese que se
mostra atrativa é que a grande redugdao da potencializagdo se deva a saturagao
contratil nas preparacdes sem a preservacdo do epitélio. Quando comparamos as ECsq
do efeito potencializador do AAPH nas preparagdes em que o epitélio foi preservado
(ECs0o= 0,8776 £ 0,415 mM) com aquelas em que o epitélio ndo foi preservado (ECso=
0,3388 * 0,343 mM), percebemos que ndo houve diferenca estatisticamente
significante em ambas.

Em relacdo ao efeito inibitério do AAPH sobre a contracdo pela Ach, nossos
dados sdo similares aos da literatura, uma vez que estudos sobre o efeito do H,0,
também demonstraram efeito inibidor sobre a contragao colinérgica em musculo liso
traqueal de coelhos (GUPTA e PRASAD, 1992) e em caninos (JANSEN et al., 2000;
LORENZ et al., 1999).

O presente estudo ndo objetivou elucidar o mecanismo de agao da atividade
inibidora do AAPH. Contudo, algumas conclusdes relacionadas a esse mecanismo
podem ser apresentadas. O bloqueio & contracdo induzida por 60 mM de K* torna
pouco provavel a ocorréncia de muitos mecanismos de ag¢do, tais como: i) atuagdo em
canais de K" da membrana citoplasmatica do musculo liso; ii) alteracdo do potencial

transmembrana (KNOT et al., 1996).

E pouco provavel que a atividade anti-espasmddica seja resultante da

hiperpolarizagdo da membrana citoplasmatica (HERMSMEYER et al., 1998) que é
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consequente a alteragGes da condutancia da membrana citoplasmatica do musculo liso
a fons, inclusive ao K* ( ativacdo de canais de potassio). Essa pequena probabilidade de
hiperpolariza¢do resulta da grande ativa¢do dos canais de K* da retificacdo retardada a

uma [K']. de 60 mM.

Nessa situagdo essa retificagcao realiza algo similar a um clampeamento de
voltagem transmembrana no potencial do equilibrio K ditado pela [K*], de 60 mM, ou
seja, aproximadamente —20 mV. Medidas do laboratdrio de Eletrofisiologia do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da UECE, disponiveis na literatura, tém
documentacdo de que a concentracdo extra-celular de K" de 60 mM, o potencial de
repouso em varios tipos de musculo liso (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997; MAGALHAES

et al., 2004), inclusive o traqueal, se situa em torno de -20 mV.

Assim, os dados desse estudo sugerem que o efeito inibidor do AAPH se origina
de uma ou varias atuacGes em etapas da cascata de reacbes do acoplamento
excitacdo-contracdo e/ou da contracdo propriamente dita que sdo ulteriores as etapas

comuns ao acoplamento farmaco e eletromecéanico (REMBOLD, 1996).

Esses dados nos sugerem que o efeito do AAPH sobre o acoplamento
eletromecanico e farmacomecanico ocorre via receptores de membrana
citoplasmatica para neurotransmissores e autocodides. Esse dado é reforcado por
estudos anteriormente realizados, onde se afirma que o epitélio modula a
contratilidade do musculo liso traqueal através da liberacdo de neurotransmissores e

autocoides (GOLDIE et al., 1990; HAY et al., 1993; DEVALIA et al., 1997).

Assim a comparacdo dos dados do presente trabalho com os disponiveis na
literatura cientifica para o H,0,, sugerem que os efeitos aqui observados ndo sdao

especificos para a substancia AAPH, mas sim originarios dos RL por ela produzidos.
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CONCLUSAO

+ O AAPH, em concentracbes menores, é capaz de evocar potencializacdo da
contracdo de Ach em preparacdes traqueais com e sem a preservacdo do
epitélio.

+ O AAPH, em concentragdes maiores, é capaz de evocar inibicdo da contragao de
Ach em preparacgdes traqueais com e sem a preservacao do epitélio.

+ Ambos os efeitos do AAPH, potencializador e inibidor, sobre o acoplamento
farmacomecanico sdo modulados pelo epitélio

w O AAPH é capaz de inibir a contragao evocada por potdssio em preparagdes
traqueais com e sem a preservacao do epitélio.

+ O efeito do AAPH sobre o acoplamento eletromecanico é modulado pelo
epitélio.

+ O AAPH apresenta efeito contraturante sobre o ténus basal do musculo liso
traqueal em preparagdes com e sem a preservac¢ao do epitélio.

w O efeito contraturante do AAPH sobre o tonus nao foi modulado pelo epitélio.

+ O efeito contraturante do AAPH sobre o tonus pode ser mediado por vias que
dependem dos canais de ca* voltagem-dependentes do tipo L; do influxo
externo de Ca’* e da sensibilizacdo das proteinas contréteis ao Ca®’, através da
via da ROCK.

w Os produtos da via da COX, provavelmente atua de forma protetora sobre o
ténus basal do musculo liso traqueal.

+  Os efeitos do AAPH sobre o musculo liso traqueal sdo originarios dos radicais
livres (radical peroxil) produzidos por essa substancia.
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ANEXOS

TABELA 1 - Efeito do AAPH sobre o acoplamento farmacomecanico (concentragdo 10 uM de
Ach) em musculo tragqueal, com e sem a preservacao do epitélio

AAPH Musculo liso traqueal com a Musculo liso traqueal sem a
(mM) preservagdo do epitélio (g) p preservagdo do epitélio (g) p
(n=10) (n=9)

MC 0,7295 + 0,066 1,0035 £ 0,167

0,01 0,7379 = 0,091 0,01 0,9113 = 0,116 ns

0,03 0,7411 = 0,097 0,03 0,8836 + 0,097 ns
0,1 0,7251 + 0,098 ns 0,8898 + 0,098 ns
0,3 0,7916 + 0,122 0,01 0,9879 * 0,099 ns
1 1,0210 £+ 0,117 <0,001 1,1433 £ 0,148 0,01
3 1,1080 *+ 0,122 <0,001 1,1233 = 0,144 ns
10 1,2019 *+ 0,152 <0,001 1,1223 £ 0,252 ns
30 1,1368 = 0,141 < 0,001 0,9283 £ 0,254 ns
60 0,9230 + 0,127 <0,001 0,6168 + 0,196 0,02
100 0,3649 + 0,047 <0,001 0,2174 £0,083 0,001
200 0,0120 = 0,005 <0,001 0,0012 = 0,016 0,001

NOTA: Os valores representam a média = E. P. M. — Two way ANOVA. MC= média do
controle; ns = ndo significante e p = nivel de significancia em relagdo ao controle.
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TABELA 2 - Efeito potencializador do AAPH (ECsg) sobre a contracdo submaximal de
acetilcolina na faixa de concentragao entre 0,01 a 10 mM

Protocolo / Efeito ECso p

AAPH sobre a contragdo de Ach com [0,8776 £0,415] mM < 0,05
preservagao do EPT (n=10)
(0,1,0,3,1,3 e 10 mM)
AAPH sobre a contracdo de Ach sem [0,3388 £0,343] mM ns
preservacao do EPT (n=9)
(0,01, 0,03,0,1,0,3, e 1 mM)

NOTA: Os valores representam a média £ E. P. M. da concentracdo em mM; p = nivel de
significancia e ns = ndo significante.

TABELA 3 - Efeito inibidor do AAPH (ECso) sobre a contracdo submaximal de acetilcolina na
faixa de concentracdo entre 1 a 200 mM

Protocolo / Efeito ECso p

AAPH sobre a contragdo de Ach com [81,5562 +4,284] mM < 0,0001
preservagao do EPT (n=10)
(10, 30, 60, 100 e 200 mM)
AAPH sobre a contracdo de Ach sem [57,7786 + 8,607] mM < 0,0001
preservacao do EPT (n=9)
(1,3, 10, 30, 60, 100 e 200 mM)

NOTA: Os valores representam a média + E. P. M. da concentracdo em mM e p = nivel de
significancia.
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TABELA 4 - Efeito do AAPH sobre o acoplamento eletromecénico (concentracdgo 60 mM de
potassio) em musculo traqueal, com e sem a preservacao do epitélio

AAPH Musculo liso traqueal com a Musculo liso traqueal sem a
(mM) preservacao do epitélio (g) p preservacao do epitélio(g) p
(n=7) (n=9)

MC 0,8162 *+ 0,053 1,2764 + 0,106

0,01 0,7343 = 0,067 ns 0,9928 = 0,094 ns
0,03 0,7355 * 0,063 ns 0,9595 * 0,072 ns
0,1 0,7413 = 0,060 ns 0,9025 + 0,118 ns
0,3 0,7055 = 0,056 ns 0,8610 = 0,149 ns
1 0,7866 *+ 0,061 ns 1,2135 £ 0,093 ns
3 0,7792 *+ 0,052 ns 1,0651 + 0,086 ns
10 0,6748 + 0,048 0,001 1,0602 £ 0,106 ns
30 0,6209 *+ 0,040 0,001 0,7016 *+ 0,076 0,000
60 0,3661 *+ 0,052 0,001 0,1882 *+ 0,020 0,000
100 0,0974 = 0,003 0,001 0,0936 = 0,010 0,000
200 0,0152 *+ 0,007 0,001 -0,0040 + 0,001 0,000

NOTA: Os valores representam a média = E. P. M. — Two way ANOVA. MC= média do

controle; ns = ndo significante e p = nivel de significancia em relagdo ao controle.

TABELA 5 - Efeito do AAPH (ECsp) sobre a contracdo de potdssio na faixa de concentracao
entre 0,01 a 200 mM

Protocolo / Efeito

ECso

AAPH sobre a contracdo de K* com

preservagao do EPT (n=7)

AAPH sobre a contracdo de K sem

preservacao do EPT (n=9)

[57,4037 + 4,652 mM]

[32,9650 + 2,652 mM]

<0,001

<0,001

NOTA: Os valores representam a média = E. P. M. da concentracdo em mM e p = nivel de

significancia.
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TABELA 6 - Efeito do AAPH sobre o tonus basal em musculo traqueal, com e sem a
preservacao do epitélio, na presenca e auséncia da indometacina

AAPH Muisculo liso Muisculo liso Musculo liso traqueal  Muisculo liso traqueal
(mM) traqueal com a traqueal sem a com a preservagao do sem a preservacao do
preservagao do preservagao do epitélio + IND (n=9) epitélio + IND (n=11)
epitélio (n=11) epitélio (n=11)
MC 0,7912 + 0,061 1,0994 + 0,127 1,0063 = 0,089 1,1856 + 0,075
0,1 0,0028 = 0,004 -0,0018 * 0,003 -0,0057 * 0,002 -0,0333 * 0,029
0,3 0,0180 = 0,014 0,0100 = 0,004 -0,0047 £ 0,007 0,0023 = 0,004
1 0,2660 = 0,072 0,4212 £ 0,086 0,7630 = 0,102 0,4916 + 0,134
3 0,3183 + 0,101 0,3923 *+ 0,089 0,9032 = 0,122 0,8720 = 0,108
10 0,1987 + 0,059 0,3127 = 0,042 0,6595 *+ 0,129 0,3990 + 0,098
30 0,0127 + 0,017 0,0334 = 0,016 0,0771 £ 0,021 0,0140 = 0,076
60 0,0450 = 0,018 0,0016 *= 0,005 0,1162 £ 0,021 0,0303 = 0,013
100 0,2137 = 0,033 0,1118 *+ 0,019 0,3520 = 0,046 0,2187 = 0,024
200 0,1471 + 0,033 0,0643 * 0,026 0,1458 £ 0,026 0,0886 + 0,027

NOTA: Os valores representam a média £ E. P. M. MC= média do controle.

TABELA 7 - Efeito do AAPH sobre o tonus basal em musculo traqueal, com e sem a
preservacao do epitélio, na presenca da indometacina, Y27632 e nifedipina

AAPH Traquéia sema Traquéia sem a Traquéia sem a Traquéia sem a
mM preservagao do preservac¢ao do preservagao do preservagao do
epitélio + IND (g) epitélio + IND + epitélio + IND + epitélio + IND +
(n=11) Y27632 (g) NIF (g) Y27631 + NIF (g)
(n=5) (n=8) (n=5)
MC 1,2090 * 0,071 0,9220 + 0,083 1,1619 + 0,077 0,8880 * 0,116
3 0,7616 + 0,098 0,0236 + 0,013 0,2692 + 0,028 0,0200 = 0,006

NOTA: Os valores representam a média * E. P. M. MC= média do controle.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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