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RESUMO

O o6xido nitrico € um potente broncodilatador e compostos capazes de aumentar
a sua oferta ttm demonstrado interesse clinico no tratamento das doencas
obstrutivas das vias aéreas. Estee trabalho avaliou comparativamente os
mecanismos de relaxamento de dois doadores de 6xido nitrico, o complexo de
ruténio [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (TERPY) e o nitroprussiato de sddio (SNP) em
traqueias isoladas de ratos saudaveis, grupo Sham, e com asma experimental
induzida por ovalbumina, grupo OVA. As traqueias isoladas foram cortadas em
anéis, montadas em banho para 6rgéos isolados e contraida com carbacol
para estudo do relaxamento. O efeito relaxante do TERPY e do SNP foi
avaliado em concentragdes crescentes e cumulativas (10 nM a 100 uM). Foi
verificada a participacéo dos diferentes tipos de canais de K*, a participacao
da via GCs/GMPc, inibicdo das PDEs (pelo IBMX, amrinona, rolipram e
dipiridamol), a participacdo dos estoques internos de Ca?' (pelo acido
ciclopiazénico), assim como a participacao do influxo deste ion pelos canais
de calcio controlados por estoque e por voltagem, além da inibicdo da COX
(pelo diclofenaco), do antagonismo dos receptores de leucotrienos (pelo
montelucaste) e do sequestro dos ions superoxidos (pelo TIRON). Foram
realizadas analises em microscopia de luz para comprovacao da presenca de
infiltrado inflamatdério e da broncodilatacdo exercida pelo TERPY em cortes de
bronquiolos de animais asmaticos. Como resultados, verificou-se que a
sensibilizacdo com ovalbumina levou a um intenso processo inflamatorio com
migracéao celular e hiperreatividade ao carbacol. Evidenciou-se que o TERPY
e 0 SNP relaxaram o musculo liso traqueal de forma concentracdo-dependente
em ambos os grupos. Entretanto, o efeito maximo induzido pelo TERPY foi
maior do que o do SNP tanto no grupo Sham quanto no OVA. O mecanismo
de relaxamento do TERPY mostrou-se diferente entre os grupos. No grupo
Sham, o TERPY exerce relaxamento por ativacdo dos canais Ky, Ki, Kca €
Katp independentemente de GMPc e por reducéo do influxo de célcio através
do bloqueio dos canais de calcio operados por voltagem e por estoque. No
grupo OVA, o TERPY exerce seu efeito através da por ativacdo dos canais
K*, via NO/GCs/GMP e reducéo do influxo de calcio por blogueio dos canais
de calcio operados por voltagem e operados por estoque. O efeito relaxante
do SNP no grupo OVA ocorre através da ativacdo da via NO/GCs/GMPc, dos
canais Ky, Kca € SKca e por reducgéo do influxo de célcio pelos canais de calcio
operados por voltagem e operados por estoque. Entretanto, a ativacdo da
enzima GCs parece estar reduzida em musculo liso inflamado, assim como o
papel da bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico. O diclofenaco, o
montelucaste e o TIRON melhoraram o perfil de relaxamento tanto do TERPY
guanto do SNP no grupo OVA. O TERPY é capaz de reverter a contracao do
carbacol em bronquiolos asmaticos. Em conclusao, tanto o SNP quanto o
TERPY tém seus mecanismos de relaxamento modificados pelo processo
inflamatdrio. Entretanto, esta modificacdo ndo foi capaz de alterar os
parametros farmacoldgicos de poténcia e eficacia do TERPY. Ja o SNP, tem
menor eficacia em traqueias de ratos do grupo OVA e isso pode decorrer da
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menor participacdo da enzima GCs e da bomba de calcio reticular, fazendo
do TERPY uma droga promissora para reversdo do estreitamento das vias
aéreas.

Palavras-chaves: Oxido nitrico, asma, compostos de ruténio, traqueia, canais
de potassio, guanilato ciclase.
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ABSTRACT

Nitric oxide is a potent bronchodilator and compounds capable of increasing
its supply have demonstrated clinical interest in the treatment of obstructive
airways diseases. This study evaluated and compared the mechanisms of
relaxation of two nitric oxide donors, ruthenium  complex
[Ru(terpy)(bdg)NO*]3* (TERPY) and sodium nitroprusside (SNP) in healthy
isolated trachea, Sham group, or experimental model of asthma induced by
ovalbumin in rats, OVA group. The isolated trachea was sectioned into rings
and contracted with carbachol in an organ chamber for studying relaxation.
The relaxing effect of TERPY and SNP was evaluated at increasing
concentrations from 10 nM to 100 uM. Thus, we verified the contribution of the
different types of K* channels, the importance of sGC/cGMP pathway, the
inhibition of PDEs (for IBMX, amrinone, rolipram and dypiridamole), the
influence of the extra and intracellular Ca?* sources (for cyclopiazonic acid)
and the influence of the store and voltage operated calcium channels. Besides
inhibition of COX (diclofenac), antagonism of leukotriene receptor
(montelukast) and superoxide anion scavenger (TIRON). Analyses were
performed under light microscopy for evidence of inflammatory infiltration and
bronchoditation by TERPY in slices bronchioles of asthmatic animals. The
results verified that sensitization with ovalbumin led to intense inflammatory
process and hyperresponsives to carbachol in compared Sham group. TERPY
and SNP led to the relaxation of tracheal smooth muscle preparations in a
dependent-concentration mode in both groups. However, the maximum effect
induced by TERPY was higher than the effect of SNP in Sham and OVA
groups. The relaxation mechanism of TERPY in boht groups showed
differences. In Sham group, TERPY relaxation by the activation of Ky, Kir, Kca
and Katp channels, cGMP-independent mechanisms and by reduction of
calcium influx by blocking the store and voltage operated calcium channels. In
OVA group, TERPY acts through activation K* channels, NO/GCs/GMP way
and blocking the store and voltage operated calcium channels. The relaxing
effect induced by SNP in OVA group was dependent of NO/GCs/GMP
pathway, Ky, Kca and BKca channels and blocking the store and voltage
operated calcium channels. However, the activation of the enzyme sGC seems
to be reduced in inflamed smooth muscle, as well as the role of the
sarcoplasmic reticulum calcium pump. Diclofenac, montelukast and TIRON
improved relaxation of the TERPY and SNP in OVA group. The TERPY is able
to reverse the contraction of carbachol in asthmatic bronchioles. In conclusion,
TERPY and SNP have their mechanisms of relaxation modified by the
inflammatory process. However, this modification was not able to alter the
pharmacological parameters potency and efficacy to TERPY. Since SNP has
less efficacy effect in asthmatic tracheas. This may result from the lower
participation of the enzyme sGC and reticular calcium pump, making TERPY
a promising drug to reverse the narrowing of the airways.
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1 INTRODUGAO

A asma é uma doenca respiratéria de definicdo bem estabelecida
entre as autoridades de saude no Brasil e no mundo. A Estratégia Global para
Manejo e Prevengao da Asma de 2014 define asma como:

(...) uma doenga heterogénea, usualmente caracterizada pela
inflamagdo nas vias aéreas. E definida pelo histérico dos sintomas
respiratorios, bem como chiado, falta de ar, aperto no peito e tosse que
variam ao longo do tempo e em intensidade, juntamente com limitacao
variavel do fluxo aéreo (GINA, 2014).

A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o Manejo

da Asma (2012), define asma como

(...) uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, na qual muitas
células e elementos celulares tém patrticipacao. A inflamacao crénica
estd associada a hiperresponsividade das vias aéreas, que leva a
episadios recorrentes de sibilos, dispneia, opressao toracica e tosse,
particularmente a noite ou no inicio da manha. Esses episodios séo
uma consequéncia da obstrucdo ao fluxo aéreo intrapulmonar
generalizada e variavel, reversivel espontaneamente ou com
tratamento.

A asma é uma doenca respiratéria com grande e variavel
prevaléncia. E uma das principais doencas n&o transmissiveis com cerca de
300 milhdes de asmaticos, sendo a maioria delas criancas (GINA, 2014; OMS,
2014). Dados recentes estimam que a prevaléncia mundial varia entre 1,7 e
15,4%, estando Albania e a China entre os paises com as menores
prevaléncias (1,7 e 1,8%, respectivamente) e El Salvador e Australia com as
maiores (15,4 e 15,4%, respectivamente) (GINA, 2014). Estes dados mostram
gue o Brasil apresenta 9,4% de sua populacdo com asma. Considerando esta
prevaléncia, acredita-se que o Brasil tenha cerca de 20 milhdes de asmaticos
(SOLE et al., 2006; SOLE et al., 2007 ).

Em 1996, os custos do Sistema Unico de Salde com internacées

por asma foram de 76 milhdes de reais, 2,8% do gasto total anual com
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internacdes e o terceiro maior valor gasto com uma Unica doenca
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2006). Ja
em 2013 (BRASIL, 2014) ocorerram cerca de 135.000 internagdes por asma
no Brasil e os custos para o Sistema Unico de Satde foram de 72 milhdes de
reais, 0,57% do gasto total anual com internagdes.

O estudo multicéntrico International Study of Asthma and Allergies
in Childhood (ISAAC lIl) (SOLE et al., 2006) avaliou a prevaléncia média
mundial de asma em crianc¢as e observou que o sintoma de chiado no peito é
de 13,7% na faixa etéria de 13-14 anos e de 11,6% na faixa etaria entre 6 e 7
anos. Os resultados desse estudo indicam ainda que as diferencas
internacionais na prevaléncia de sintomas de asma tém reduzido,
particularmente na faixa etaria de 13-14 anos; houve uma diminuicdo da
prevaléncia em paises de lingua inglesa e na Europa Ocidental e aumentos
na prevaléncia em regides onde ela era previamente baixa. Este estudo
demonstrou também que o percentual de criangas que relataram ter tido asma
aumentou significativamente, possivelmente refletindo uma maior consciéncia
desta condicdo e/ou mudancas na pratica de diagnaostico. Por fim, o ISSAC Ili
evidenciou que houve aumento na prevaléncia de sintomas da asma na Africa,
América Latina e partes da Asia, indicando que a carga global de asma

continua a aumentar.

No Brasil, a prevaléncia de asma ativa variou, no periodo de 1995
a 2002, de 21,3% para 24,4% (PEARCE et al., 2007). Entretanto, apenas
cinco cidades participaram das duas fases do ISAAC, e nelas houve uma
reducdo na prevaléncia de sintomas de asma entre os adolescentes (27,7
versus 19,9%). O estudo ISAAC lll demonstra prevaléncia média entre os
adolescentes brasileiros proxima de 20% (CHONG NETO, ROSARIO, SOLE,
2012).

Nove anos apoés o estudo ISAAC Fase 3, entre 2011 e 2012, um
novo levantamento sobre a prevaléncia da asma em adolescentes (13-14
anos) foi realizado em sete capitais brasileiras, Aracaju, Belém, Belo
Horizonte, Curitiba, Maceid, Recife e Sado Paulo. Este estudo demonstrou que
em relacdo ao ISAAC Fase 3, houve queda da prevaléncia média de asma

ativa, saindo de 18,5% para 17,5%, com elevacdo da frequéncia de asma
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grave (4,5% vs 4,7%) e da asma diagnosticada por médico (14,3% vs.17,6%)
(SOLE et al., 2014a).

Um estudo transversal realizado pelo Ministério da Saude do Brasil
no ano de 2012 com escolares do nono ano (média de 14 anos) mostrou que
a prevaléncia de sintomas de asma (chiado no peito nos ultimos 12 meses)
no pais foi de 23,2%, variando de 24,9% na regido Sudeste a 19,8% na Regido
Nordeste. Nas capitais, a prevaléncia de sintomas de asma foi de 25,2%
variando de 18,2% em Sao Luis (MA) a 29,5% em Sao Paulo (SP). Relataram
ter tido diagnéstico de asma alguma vez na vida 12,4% dos discentes
entrevistados, variando de 18,4% na Regido Norte a 11,4% na Regiédo
Sudeste. Entre as capitais, a média foi de 16% tendo variado de 29,3% em
Porto Alegre a 12,2% em Cuiaba. A cidade de Goiania apresentou uma
prevaléncia de 25,5% de relatos de chiado no peito e de 12,4% daqueles que
tiveram diagnoéstico de asma alguma vez na vida (BARRETO et al., 2014).

No Brasil, os estudos epidemiologicos sobre a asma demonstram
gque ela é uma doenca de alta prevaléncia e impacto em criangcas e
adolescentes, que apresenta importantes variacdes regionais, ainda ndo bem
esclarecidas, assim como diversos fatores de risco, devendo portanto, ser

encarada como um problema de Satde Publica (SOLE et al., 2014b).

Os dados epidemiolégicos demonstram uma reducdo da
prevaléncia e da mortalidade pela asma nas ultimas décadas, muito em razéo
dos estudo para desvendar sua fisiopatologia e da popularizacédo das formas
de prevencéo e tratamento. A asma € uma doenca complexa em que tanto
fatores genéticos como ambientais estdo envolvidos. A interacdo entre a
predisposicdo genética e os fatores ambientais pode ter um papel importante
na etiologia e prognostico da doenca. Os fatores ambientais que podem
deflagrar uma crise asmatica séo diversos, dentre eles poélen de flores,
poluicdo, fumaca de cigarro, infec¢do, dieta, dentre outros (HOLT e SLY,
2007).

Estudos epidemiolégicos tém identificado uma série de fatores que
aumentam a probabilidade de desenvolver asma, particularmente nos
primeiros anos de vida, infec¢des respiratérias virais e exposicao repetida a

alérgenos parecem ter efeito sinérgico (HOLT e SLY, 2007).

Introducdo 3



O controle neural das vias aréas é complexo e parece ser mediado
por nervos autondmicos que regulam aspectos da funcdo das vias aéreas
incluindo o tdnus do musculo liso, secrecao, fluxo sanguineo, permeabilidade
vascular e a migracdo de ceélulas inflamatdrias. O controle das vias
respiratorias ocorre através de inervacao aferente, sistema nervoso autbnomo
simpatico e parassimpatico e dos neurdnios ndo adrenérgico e nao colinérgico
(NANC). NA inervagao eferente, existem trés tipos de regulagdo: os
receptores de estiramento de adaptacdo lenta, as fibras C sensoriais nao
mielinizadas e os receptores de irritacdo de adaptacdo rapida associada as
fiboras vagais mielinizadas. Esses duas dUltimas inervacdes podem ser
estimuladaspor compostos quimicos ou através de mediadores da inflamacao,
provocando o reflexo para tosse, broncoconstricdo e aumento da secrecao de
muco (BARNES, 1995b).

A participagdo simpatica no controle da respiragdo se da,
especialmente, por receptores (. presentes no mauasculo liso, epitélio,
glandulas, alvéolos e mastocitos (GOYAL, JASEJA e VERMA, 2010,
BARNES, 1995b). A acdo desse receptor levando ao relaxamento das vias
aéreas ocorre pelas catecolaminas circulantes, jA que ndo ha inervacéo
simpatica direta no musculo liso bronquico. A inervagdo simpatica esta
presente nos vasos sanguineos e glandulas. O efeito relaxante e 0 aumento
da depuragdo mucociliar sdo efeitos da ativagdo dos receptores (2 por
agonistas como noradrenalina, adrenalina, terbutalina, salbutamol, dentre
outros (BARNES, 1995b). Os receptores 32 séo ligados a proteina G e quando
sdo ativados por agonistas, a subunidade a da proteina G ativa adenilato
ciclase. Esta, € capaz de transformar ATP em AMPc e este segundo
mensageiro leva a varios efeitos celulares, incluindo desfosforilacdo da cadeia
leve de miosina impedindo o acoplamento com actina e consequentemente,
levando ao relaxamento do muasculo liso (BRUNTON, CHABNER,
KNOLLMANN, 2012; BARNES, 1995a,b).

A participacdo parassimpatica é evidenciada pela acdo dos
receptores muscarinicos, principalmente os Ms, que estdo presentes no
musculo liso e quando ativados, levam a broncoconstricdo (BARNES, 1995).

Os receptores muscarinicos sdo metabotropicos, isto €, acoplados a proteina
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G e a contracao brénquica exercida pelo receptor Mz esta ligada a segundos
mensageiros que levam ao aumento citosolico das concentracdes de calcio.
Quando ativado por um agonista, o receptor Mz induz a subunidade a da
proteina G a ativar a fosfolipase C. Esta produz diacilglicerol (DAG), que por
sua vez leva a ativacao de proteina quinase C (PKC) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3), que ativa liberacdo de Ca?'pelo reticulo sarcoplasmatico (GOYAL,
JASEJA e VERMA, 2010; FLORES-SOTO et al., 2013).

As fibras nervosas NANC também regulam as vias aéreas. Esses
neurénios liberam neurotransmissores como o NO, a substancia P e a
neurocinina A. O NO é o principal neurotransmissor relaxante e os dois ultimos
sdo excitatorios levando ao aumento da permeabilidade vascular e ao
espasmo, respectivamente (GOLAN, 2009; BARNES, 1995b).

A asma é caracterizada como um processo inflamatorio crénico das
vias aéreas que tem em seu sinal maximo o estreitamento das vias
respiratorias e a sua patogénese é atribuida a hiperresponsividade desse
sistema (GOLAN, 2009).

Patologicamente, o processo inflamatério da asma possui
caracteristicas peculiares entre as inflamacdes pulmonares. Ela apresenta
inflamacdo cronica a partir das vias aéreas centrais (traqueia) para as
periféricas (bronquiolos), aumento do nimero de células inflamatorias como
basdfilos, eosindfilos, linfocitos T, macrofago e neutrofilos como
esquematizado na Fig. 1. Os basofilos parecem ter certa responsabilidade
sobre a hiperreacdo, os eosindéfilos sdo as células inflamatérias em maior
abundancia, os linfocitos secretam interleucinas especificas para recrutar
mais eosinodfilos e a producdo de IgE pelos linfocitos B, os macrofagos
amplificam a resposta inflamatoria pela ligacao de baixa afinidade com IgE e
os neutréfilos sdo encontrados em grande nimero no escarro de pacientes
com asma grave, asmaticos fumante, mas o seu papel ainda é desconhecido
(ICHINOSE, 2009; GOLAN, 2009; LI et al., 2000).
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Figura 1- As complexas interag8es celulares neurais presentes na patogenia da asma
resultam em manutencédo da inflamagéo e conduzem ao remodelamento brénquico.
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Fonte: BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN, 2012.

No processo inflamatério da asma, os principais mediadores pro-
inflamatorios e broncoconstritores derivados de mastécitos e eosinofilos sao
os leucotrienos. Juntos com estes, histamina e prostaglandinas liberadas por
mastocitos sdo os principais moduladores do ténus das vias aéreas na asma
(BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009).

Um outro fator que contribui para a exacerbacdo do processo
inflamatoério na asma € o aumento da producédo de espécies reativas de
oxigénio, principalmente o ion superoéxido (O2) (BARNES, 1990) decorrente
da desregulacdo das enzimas xantina oxidase nas células endoteliais
microvasculares e NADPH oxidase no infiltrado eosinofilico (enzimas
responsaveis pela eliminacdo dessas espécies reativas) (SEDGWICK, 1995)
e 0 aumento da producéo de 6xido nitrico (NO) (NATHAN, 1992) por conta do
aumento da expressao de enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(HAMID et al., 1993). O NO reage rapidamente com o O2 produzido por
células inflamatorias e forma peroxinitrito (ONOO"), um composto altamente
pré-inflamatério (BECKMAN et al., 1990).
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1.1 TRATAMENTO DA ASMA

Por se tratar de uma doenca crbnica, o tratamento da asma tem
como objetivo o controle dos sintomas, prevenir a limitagado crénica ao fluxo
aéreo, permitir atividades normais aos pacientes, manter a fungédo pulmonar
normal ou a melhor possivel, evitar crises agudas, reduzir a necessidade do
uso de broncodilatador para alivio, minimizar efeitos adversos da medicacéo
e prevenir Obitos (GINA, 2014).

A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (2012), divide
os medicamentos utilizados para asma em duas categorias: 1) farmacos para
melhora dos sintomas agudos: B.-agonistas com rapido inicio de acdo como
salbutamol e terbutalina, antagonistas muscarinicos como o brometo de
ipratropio e inibidores de fosfodiesterases como a aminofilina e teofilina; 2)
farmacos para manutencdo, usados para prevenir 0S sintomas:
corticosteroides inalatorios e sistémicos como budesonida e beclometasona,
cromonas como o cromoglicato dissédico, antagonistas de leucotrienos como
0 montelucaste, B2-agonistas de longa duragédo como o formoterol e teofilina

de liberacgéo lenta.

A utilizagdo dos agonistas B> de curta acdo (4 a 6 horas) como
salbutamol, terbutalina e fenoterol, e dos de longa acdo, como salmeterol e o
formoterol (até 12 horas) € justificada pela sua acdo sobre a musculatura lisa
traqueal. A ativagdo do receptor B2 presente no trato respiratorio leva a
broncodilatacdo através do aumento intracelular de AMPc (BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009; BARNES, 1995a).

Os B2-agonistas de curta duragdo estimulam dominios externos do
receptor e sdo indicados para o alivio dos sintomas da asma, enquanto os de
longa duracéo sao farmacos que, associados a terapia de manutencdo com
corticosteroides inalatérios/sistémicos, atuam para o melhor controle dos
sintomas (BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009;
BARNES, 1995a).

O farmaco anticolinérgico mais utilizado no Brasil para tratamento
da asma € o brometo de ipratropio. Sua utilizacéo é justificada por reduzir do
tbnus colinérgico através do antagonismo dos receptores muscarinicos e

reducdo da producdo de muco nas vias aéreas. Entretanto, o efeito
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broncodilatador dessa classe de medicamentos é menos potente se
comparado aos agonistas 3 (ICHINOSE, 2009).

A aminofilina e a teofilina, do grupo das metilxantinas, podem ser
utilizados para o resgate do paciente com crise asméatica, mas séo utilizadas,
primordialmente, nos tratamentos profilaticos as dispneias. Porém, sao
broncodilatadores de baixa poténcia e elevado risco de efeito colateral. A
tentativa de reduzir os principais efeitos colaterais como taquicardia, tremores,
ansiedade e cefaleia é a utilizacdo das formas de liberacdo controlada. A
indicagdo das xantinas na asma se baseia na inibigédo das fosfodiesterases do
trato respiratério, enzimas responsaveis por degradar GMPc e AMPc,
consequentemente, o acumulo desses nucleotidios ciclicos nas células
musculares culmina no relaxamento brénquico. Elas apresentam ainda
discreta acao anti-inflamatoria (SOCIEDADE..., 2012).

Os farmacos de primeira escolha para a manutencao dos pacientes
com asma devem ser os corticosteroides. Os utilizados na forma inalatoria,
beclometasona, budesonida, mometasona, fluticasona e ciclesonida,
apresentam a melhor relagdo custo/risco/beneficio para asma persistente. A
prednisona e prednisolona sao utilizados sistemicamente por terem meia-vida
intermediaria e apresentarem menos efeitos colaterais (BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009).

A utilizacdo dos corticosteroides é justificada pelos seus diversos
mecanismos de acdo. Os farmacos sao transportados para o interior celular,
atravessam a membrana que recobre o nucleo e se ligam a sequéncias de
DNA induzindo ou suprimindo diversos genes envolvidos na producdo de
citocinas, moléculas de adesdo e receptores importantes para 0 processo
inflamatdrio. O tratamento com corticosteroides inalatorios reduz a expressao
de RNAmM para INOS (SALEH et al., 1998), aumenta a expressao de
lipocortina, proteina inibitéria da fosfolipase A2 e inibe da expressao de
interleucinas que estimulam a migracdo e proliferacdo de células
inflamatdrias, levando, consequentemente, a reducdo da inflamacao
(BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009).

Os efeitos colaterais desses farmacos séo bastantes frequentes e

podem ser graves. A utilizacdo sistémica pode levar a supressdo do eixo
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hipotalamo/hipofise/adrenal pela semelhanca estrutural com o cortisol e a
suspensao da dose deve ser progressiva, pois a recuperac¢ao da adrenal pode
ser lenta. A osteoporose € observada em pacientes com uso de
corticosteroides (REED et al., 1998) e em idosos, h& risco de catarata e
glaucoma (CUMMING, MITCHELL e LEE- DSEE, 1997), adelgacamento da
pele e equimoses e a miopatia aguda pode ocorrer com altas doses de
corticosteroides no tratamento da crise, particularmente se forem associados
a bloqueadores neuromusculares (BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN,
2012).

Outro grupo de medicamentos utilizado principalmente em criancas
para tratamento da asma sao as cromonas, especificamente o cromoglicato
dissodico. Sao farmacos seguros e com poucos efeitos colaterais, entretanto,
€ modesta a reducao da hiperresponsividade (ANDERSSON et al., 2001). O
cromoglicato bloqueia os canais de cloreto da membrana celular dos
mastocitos, eosinofilos, nervos e células epiteliais (ROSSI, 1995). Os canais
de cloreto, fisiologicamente se mantém fechados, mas abrem quando existe
ativacao celular, como entrada de calcio e consequente degranulacdo dos
mastocitos. As cromonas restauram 0s canais para a posicao fechada,
aumentando o limiar para sua ativacao, sendo conhecido por “estabilizadores

de mastocitos”.

Ainda de acordo com o Il Consenso Brasileiro no Manejo da Asma
(2002), os medicamentos indicados para o tratamento da asma sdo os
antagonistas de leucotrienos, representado atualmente no Brasil pelo
montelucaste. Esse farmaco tem efeito broncodilatador modesto e lento se
comparado aos B2-agonistas, mas pode ser utilizado juntamente com estes ou
com corticosteroides, permitindo a reducdo da dose destes. A utilizacédo

prolongada dos antileucotrienos reduz a hiperresponsividade das vias aéreas.

Pode-se entender, portanto, que o grupo de farmacos mais potente
e eficiente para a manutencdo da asma é o dos corticoides. Embora,
apresentem muitos efeitos colaterais em pacientes com asma grave e/ou
persistente, ha a necessidade de tratamento com glicocorticoides por

periodos prolongados para se obter certo controle da doenca.
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O estresse por compostos nitroativos (peroxinitrito) e a nitracdo de
proteinas no epitélio das vias respiratorias podem ser responsaveis pela
resisténcia aos esteroides em casos de asma grave, a concentracao de NO
no ar exalado (KHARITONOV e BARNES, 2003), a expresséo de iNOS e o
infiltrado inflamatério estdo aumentados no epitélio das vias aéreas na asma
(SALEH et al., 1998). Esses fatos evidenciam a importancia de desenvolver
novas estratégias terapéuticas envolvendo o NO, como por exemplo utilizacédo
de inibidores seletivos de NOS, doadores de NO, inalacdo de NO, dentre
outras (FOLKERTS e NIJKAMP, 2004).

1.2 OXIDO NITRICO E VIAS AEREAS

Fisiologicamente o NO é biossintetizado pela oxidacdo de um dos
dois grupamentos aminos da L-arginina, que € convertido em L-citrulina,
sendo esta reagdo catalisada pela enzima NOS. Existem trés isoformas da
NOS e todas elas sao expressas no trato respiratério, inclusive de humanos
(REDINGTON, 2006; GUO et al., 1995). As isoformas nNOS (também
conhecida como NOS-1) e eNOS (também conhecida como NOS-3) séo
constitutivas e expressas, primariamente, em células neuronais e endoteliais,
respectivamente. Estas sdo altamente dependentes dos ions Ca®* e de
calmodulina para sua ativacdo. A terceira isoforma, iINOS ou NOS-2, é
induzida por estimulo imunolégico ou inflamatorio (GASTON et al., 1994).

O NO regula o ténus e a homeostase vascular, controla o fluxo
sanguineo basal, atua sobre a contratilidade cardiaca e € o principal agente
vasodilatador endégeno (FURCHGOTT, 1999; SHAH, 1996). Além dessas
acOes sobre o sistema cardiovascular, o NO promover o relaxamento das vias
aéreas, mais especificamente, sobre o musculo liso traqueal, sendo o principal
agente broncodilatador (FOLKERTS e NIJKAMP, 1998; STUART-SMITH et
al., 1994; ZHOU e TORPHY, 1991).

A maior fonte de NO nas vias aéreas € o epitélio (FOLKERTS e
NIJKAMP, 1998). Alguns estudos apontam a participacdo do NO produzido
pelo epitélio traqueal em outros mecanismos como a regulacéo da frequéncia
do batimento ciliar, o transporte de ions, a defesa antibacteriana e viral,

secrecdo de muco e inibicdo da proliferagéo de células T (BOVE e VAN DER
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VLIET, 2006). O relaxamento brénquico é mediado também pela liberagédo de
NO pelo epitélio, que por sua vez, migra facilmente para células do musculo
liso subjacente promovendo relaxamento (ELLIS, 1997).

Estudos realizados em musculo liso tragueal mostram que existem
diversos alvos para o NO, mas o principal deles é a enzima guanilato ciclase
solavel (GCs) (THIPPESWAMY et al., 2006). O mesmo ocorre em musculo
liso brénquico e traqueal, onde a enzima GCs é o maior alvo do NO
(REDINGTON, 2006; ELLIS, 1997). A ativacdo da GCs pelo NO eleva os
niveis intracelulares de GMPc, que atua como um mensageiro intracelular
amplificando a resposta celular IGNARRO, 1991; ARNOLD et al., 1977) como
pode ser visualizado na Fig. 2.

Figura 2- Mecanismo de acdo do NO em musculo liso traqueal.
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Fonte: Autoria prépria baseada nos estudos de REDINGTON, 2006; FOLKERTS e NIJKAMP, 1998;
ELLIS, 1997; PLANE et al., 1996; STUART-SMITH et al., 1994; IGNARRO, 1991; ARNOLD et al., 1977.

O principal alvo do GMPc é a familia das proteinas quinases
dependentes do GMPc, denominada proteina quinase G (PKG). A ativacao da
PKG e a consequente fosforilagdo de vérias proteinas constitui uma cascata,
gue acarreta na reducdo da concentracdo intracelular de calcio ([Ca?'])
(MCDANIEL, et al.,, 1992), desfosforilacdo da cadeia leve de miosina
(MURAD, 1986) e reducéo do aparato contratil, desativando o complexo Ca?*-
calmodulina (KARAKI et al., 1988), além da ativacdo dos canais para K*,
levando a hiperpolarizagdo da membrana e inibicdo de canais para Ca?* do
tipo L ou operados por voltagem (MIYOSHI, NAKAYA e MORITOKI, 1994).

Entretanto, nem todos os estudos confirmam o papel da via

GCs/GMPc/PKG mediando os efeitos relaxantes do NO e alguns autores tém
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demonstrado que esse efeito pode ocorrer independentemente de GMPc e
gue o estimulo ao musculo liso pode se dar pela ativacdo direta dos canais
para K* pelo NO (REDINGTON, 2006; HOMER e WANSTALL, 2000; PLANE
et al., 1996; STUART-SMITH et al., 1994; BOLOTINA et al., 1994).

Em particular para contragdo muscular, as fontes de Ca?* podem
ser de origem intracelular, extracelular ou ambas. Dessa forma, os ions Ca?*
sdo encontrados em quatro diferentes estoques: extracelular, citoplasméatico,
mitocondrial e ndo mitocondrial (reticulo sarcoplasmatico), sendo este
considerado o principal estoque intracelular de Ca?* (THOMAS et al., 1996).

Entre os estudiosos do sistema respiratorio existe consenso sobre
o efeito do NO sobre as vias respiratorias. Entretanto, ha controvérsias quanto
ao efeito terapéutico do NO. O estudo realizado por Sanna et al. (1994),
demonstrou que a inalagdo de NO néo tem efeito sobre o tonus das vias
aéreas em voluntarios saudaveis submetidos a broncoconstrigdo com
metacolina. J& o estudo de Pfeffer et al. (1996), evidencia que o NO inalado
nao tem nenhum efeito broncodilatador em pacientes pediatricos com asma
leve e doenca de vias aéreas.

Ao contrario desses resultados, o estudo realizado por Hogman et
al. (1993), verifica um efeito broncodilatador na asma brénquica. Kacmarek et
al. (1996), sugerem que a inalacdo de NO por pacientes com asma leve e
broncoespasmo induzido pela metacolina resultam em um relaxamento
significativo das vias aéreas.

O interesse nos possiveis beneficios terapéuticos do NO nas
doencas das vias respiratérias vem de varios grupos de pesquisadores que
defendem que o NO tem um papel broncoprotetor e que na asma ha uma
aparente perda desse efeito (REDINGTON, 2006). Estudos demonstraram
gue as baixas doses de NO sado eficazes em reverter a vasoconstricao
pulmonar. Esses resultados apontam para um importante papel do NO na
modulacdo do tbnus das vias aéreas (NIJKAMP e FOLKERTS, 1995).
Ashutosh et al. (2000), demonstraram que o NO na concentracédo de 25 ppm
misturado ao oxigénio pode ser administrado por canula nasal por 24 horas,
sem efeitos adversos significativos, e com reducdo da resisténcia vascular
pulmonar em pacientes estaveis com doenca pulmonar obstrutiva crénica, por

periodos prolongados.
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Corroborando ainda para os beneficios do tratamento de doencas
pulmonares com o NO, Vonbank et al. (2003), verificaram que em pacientes
ambulatoriais com doenga pulmonar obstrutiva cronica, o fornecimento de
gases por periodo prolongado € viavel e que a suplementacdo com NO
poderia ser administrada de forma segura e eficaz durante um periodo de trés
meses ou a longo prazo. Segundo Kharitonov (2005), o tratamento
associando corticoides inalatorios e doadores de NO pode ser uma
modalidade terapéutica no tratamento da asma e da doenga pulmonar

obstrutiva crbénica.

1.3 OXIDO NITRICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O NO em condiges fisiologicas, é muito instavel e pode reagir
guase que instantaneamente com moléculas que apresentem elétrons
desemparelhados (MCINTYRE, BOHR e DOMINICZAK, 1999), radicais livres
como o0 anion superoxido (O2’) e metais de transicdo como o atomo de ferro
localizado no sitio heme de algumas proteinas. Esta alta reatividade explica o
curto tempo de meia vida do NO, tanto in vitro (de aproximadamente 5
segundos) quanto in vivo (0,1 segundo) (NISHIDA et al., 1992). O
metabolismo oxidativo do NO pode levar a rapida perda da atividade relaxante
do NO sobre o musculo liso (HENRY et al.,, 1991; STAMLER, SINGEL e
LOSCALZO , 1992).

Apesar de seus inconvenientes, doadores de NO como nitratos
organicos e nitroprussiato de sédio tém sido utilizados na terapéutica durante
muitos anos. Ha aproximadamente 70 anos, esses compostos sao conhecidos
por induzir o relaxamento brénquico (GOODMAN e GILMAN, 1941). Uma
nova abordagem tem se concentrado nos doadores de NO como novos
agentes farmacologicos (REDINGTON, 2006), porém com efeitos adversos
diminuidos.

Os doadores de NO, incluindo os mais utilizados na clinica médica,
nitroglicerina e nitroprussiato de sédio (SNP), possuem importantes limitacdes
em seu uso que se contrapdem aos seus beneficios. O SNP requer
metabolizacdo catalisada por enzimas presentes na membrana plasméatica
epitelial para liberar o NO (BATES et al.,1991). A liberacdo de NO por esse
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farmaco é acompanhada pela liberacdo de cianeto como produto de
biotransformacao, o qual apresenta alta toxicidade ao organismo (BATES et
al.,1991; ARNOLD, LONGNECKER e EPSTEIN, 1984). Além da formacao de
cianeto, a administracdo endovenosa de SNP leva a rapida e intensa queda
da pressado arterial, com consequente taquicardia reflexa (YAKAZU et al.,
2001). Estes efeitos sdo importantes fatores limitantes do uso terapéutico
deste doador de NO, restringindo-o a condigdes hospitalares por exigirem
suporte de emergéncia, principalmente devido a sua intensa vasodilatacéo e
subita queda da pressao arterial.

Lamarque e Whittle (1995), observaram que o SNP esta envolvido
na formacéo de O e Villa et al. (1994), relataram que esse anion reage com
0 NO liberado pelo proprio SNP formando radicias livres de nitrogénio (NOz3).
Esse composto é danoso e poderia ser responsavel por gerar danos teciduais
e ainda apoptose (ESTEVEZ et al., 1995). Com base nos efeitos toxicos do
SNP, alguns metalonitrosil-complexos tém sido utilizados como doadores de
NO (WANG et al., 2000; BONAVENTURA et al., 2007).

Normalmente, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao
rapidamente removidas antes que causem disfuncao celular e morte celular
eventual. Todos os organismos aerébios utilizam antioxidantes para proteger-
se dos danos oxidativos, além de numerosas enzimas que removem e/ou
reparam os danos moleculares (COMHAIR e ERZURUM, 2002). Dentre as
enzimas antioxidantes temos a superoxido dismutase, que tranforma Oz em
H.O2; a catalase, que tem atividade redutora sensivel para pequenas
moléculas, como H202, metila ou hidroperoxido de etila. O sistema glutationa,
especialmente a glutationa peroxidase, que € o mecanismo central para a
reducdo do H202 e complementa a agcdo da catalase pela capacidade de
eliminar outros peroxidos toxicos e outras moléculas maiores como peréxidos
lipidicos.

Além das enzimas existem outras substancias que apresentam
atividade antioxidante por serem sequestradoras de radicais livre, dentre elas
temos a vitamina E (a-tocoferol) um antioxidante ligado a membrana que
impede a reacdo em cadeia da peroxidase lipidica. Entretanto, em altas
concentragcbes, a forma radicalar da vitamina E pode funcionar como um
agente pro-oxidante (BAST, HAENEN e DOELMAN, 1991). A vitamina C pode
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sequestrar Oz e OH' e formar um radical livre que é eliminado pela glutationa
redutase, entretanto, normalmente ndo €& considerada um antioxidante
importante porque também tem propriedades pré-oxidantes. Outros agentes
antioxidantes incluem o [(-caroteno como sequestrador de O2 e radicais
peréxido, o acido Urico por sequestrar também O3> e radicais peréxido além
de radical hidroxil, dentre outros.

Os pulmbdes requerem quantidades adicionais de antioxidantes
para manterem a integridade das células e do fluido de revestimento das
células epiteliais (HEFFNER e REPINE, 1989). Esse fluido contém cerca de
100 vezes mais glutationa redutase do que no plasma, além de catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase com a finalidade de cumprir seu
papel de barreira e protecdo ao sistema respiratorio (COMHAIR et al., 2000;
SMITH, SHAMSUDDIN e SPORN, 1997; SMITH, HOUSTON e ANDERSON,
1993; CANTIN et al., 1987). Entretanto, um desequilibrio nesse sistema de
protecdo pode resultar em uma série de eventos fisiopatoldégicos no pulméo
gue culminam em morte celular e disfungéo pulmonar (HEFFNER e REPINE,
1989).

Durante o desenvolvimento das doencas pulmonares o0s
antioxidantes apresentam respostas diferenciadas. Na asma, as células
inflamatodrias liberam grandes quantidades de agentes oxidantes, a enzima
superoéxido dismutase esta reduzida nas células epiteliais bronquicas (SMITH,
HOUSTON e ANDERSON, 1993; DE RAEVE et al., 1997), além dos niveis de
glutationa redutase do fluido de revestimento das células epiteliais diminuem
rapidamente em pacientes com asma leve durante uma crise (COMHAIR et
al., 2000). Ja a expressao da glutationa peroxidase sofre upregulation nas
células epiteliais bronquicas e aumento da quantidade da enzima no fluido
gue as reveste como resultado do estresse oxidativo presente na asma
(COMHAIR et al., 2001). Estudos mostraram que a glutationa peroxidase pode
funcionar como uma redutase de radicais de nitrogénio evitando nitracdo
(FREEDMAN et al., 1995) e que doadores de NO (S-nitroso-N-acetil-D, L,
penicilamina / GSNO) podem induzir a expressdo do gene da glutationa
peroxidase (eGPx) de forma dose-dependente (COMHAIR et al., 2002).

A suplementacdo com vitaminas antioxidantes E e C proporcionou

protecdo contra os efeitos danosos da exposicdo ao 0zbénio em cobaias
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sensibilizadas com ovalbumina (CHHABRA et al., 2010) e em criangas
asmaticas com uma baixa ingestdo de vitamina E (SIENRA-MONGE et al.,
2004). Assim, a utilizacdo de um agente antioxidante pode ser um adjuvante

importante para o tratamento da asma.

1.4 HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

Dados da literatura demonstram que dentre as alternativas para
aumentar a biodisponibilidade do NO est&o a utilizagdo de doadores de NO
(BONAVENTURA et al., 2007) e a associacdo deste com agentes
antioxidantes (RODRIGUES et al., 2008).

Dentre os compostos amplamente estudados, que sao capazes de
liberar NO, estdo os complexos nitrosilados de ruténio. Esses complexos sao
interessantes devido a sua estabilidade térmica em pH fisiologico (SAUAIA et
al., 2003). Outros estudos demonstraram que esses COmpostos possuem
atividade biolégica do tipo NO, como relaxamento do musculo liso vascular,
gueda da presséo arterial, inibicdo da agregacao plaquetaria e aumento dos
niveis de GMPc (DE GAITANI et al., 2009; BONAVENTURA et al., 2007,
LUNARDI et al., 2007; BONAVENTURA et al., 2004; WANG et al., 2000). O
grupo de pesquisa do Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP, tem estudado varios
destes complexos e demonstrado sua acdo sobre vasos isolados e pressao
arterial em experimentos in vivo (DE GAITANI et al., 2009; BONAVENTURA
et al., 2004).

Ja foi verificado por este grupo de pesquisa que 0 composto
macrociclico doador de NO [Ru(terpy)(bdg)NO*]3** (TERPY) é capaz de induzir
relaxamento em anéis de aorta de ratos, envolvendo a liberacao intracelular
de NO' e NO'. Este relaxamento € menos potente que o relaxamento induzido
pelo SNP, mas apresenta a mesma eficacia e envolve a ativagdo dos canais
para K* e a via GCs/GMPc, como observado por Bonaventura et al. (2007). A
liberacdo de NO por este composto € acelerada na presenca de luz, mas nao
degradada como ocorre com o SNP (DE LIMA et al., 2006). Verificou-se ainda
gue a acéo relaxante do TERPY em aortas de ratos hipertensos pelo modelo

dois rins um clip (2R-1C) tem o mesmo perfil de relaxamento de ratos
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normotensos quando as artérias dos animais 2R-1C foram tratadas com um
antioxidante como a vitamina C (RODRIGUES et al., 2008).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular da Faculdade de Farmacia da UFG avaliou o efeito do TERPY
em traqueias isoladas de ratos saudaveis e verificou que este € mais eficaz
do que o SNP em cerca de 45% em induzir o relaxamento de anéis de
traqueias e que o mecanismo intracelular induzido pelo TERPY esta ligado a
influéncia no fluxo de ions K* e Ca?" através da membrana e consequente
reducdo da concentracgdo intracelular de Ca?*, independentemente da acdo
do GMPc (CASTRO et al., 2011).

Diante do interesse bioldgico/medicinal deste novo candidato a
prototipo de farmaco doador de NO, foi estabelecido um trabalho de parceria
entre o Laboratério de Farmacologia Cardiovascular da Faculdade de
Farmacia da UFG e o Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP para responder aos
seguintes questionamentos: 1) Seria o TERPY capaz de provocar
relaxamento em células musculares lisas das vias aéreas superiores em
modelo de asma experimental em ratos? 2) Neste modelo, o TERPY
continuaria a ser mais eficaz do que o SNP? 3) O mecanismo de acao tanto
do TERPY quanto do SNP em traqueia de ratos com asma experimental &
semelhante ao apresentado em traqueia de ratos saudaveis? 4) O efeito
relaxante poderia ser potencializado em presenca de agentes anti-

inflamatorios e antioxidantes?

Diante desses questionamentos as hispoteses deste sdo: 1) Que o
TERPY seria capaz de relaxar o musculo liso traqueal de ratos com asma
experiemtnal; 2) Que este relaxamento seria mais eficaz do que o SNP; 3)
Que o mecanismo de relaxamento do SNP e do TERPY em traqueia de ratos
com asma experimental poderia ser diferente do apresentado em traqueias
saudaveis; 4) Que a utilizacdo de agentes anti-inflamatorios e antioxidantes
poderiam potencializar os efeitos do SNP e do TERPY. Assim, para testar

essas hipoteses, a presente pesquisa foi delineada e desenvolvida.

O estudo do TERPY em animais com asma experimental € inédito

e justificado pelo fato desse composto ter se mostrado um importante agente
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vaso e broncodilatador em animais saudaveis. Parte deste estudo se propde
a caracterizar estes efeitos e comparar com o doador de NO tradicionalmente
usado na clinica médica, o SNP, apontar o mecanismo de acdo do novo
composto em musculo liso traqueal em ratos com asma experimental e

verificar o efeito do TERPY na presenca de anti-inflamatdérios e antioxidantes.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos do composto doador de NO [Ru(terpy)(bdg)NO*]**
(TERPY) sobre o musculo liso traqueal de ratos com asma experimental
visando caracterizar seu mecanismo de acdo e compara-lo com o farmaco

nitroprussiato de sodio (SNP), doador de NO padréo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar o efeito relaxante do TERPY e SNP em musculo liso traqueal
de ratos com asma experimental e saudaveis e verificar se este &
dependente da concentracéao;

2. Avaliar a influéncia da via NO/GCs/GMPc no relaxamento induzido
pelos doadores de NO;

3. Estudar o efeito dos canais para potassio da membrana das células do
musculo liso apds o blogqueio farmacolégico seletivo e ndo seletivo;

4. Estudar a influéncia das fosfodiesterases (PDEsS) no relaxamento
induzido pelos doadores de NO;

5. Analisar ainfluéncia do TERPY e SNP sobre a contracdo mediada pelo
influxo de Ca?* via canal de célcio operado por voltagem e por estoque;

6. Verificar o envolvimento da via das ciclooxigenases no efeito de
relaxamento induzido pelos doadores de NO;

7. Verificar o envolvimento dos receptores de leucotrienos no efeito de
relaxamento induzido pelos doadores de NO;

8. Estudar o efeito relaxante do TERPY e SNP em musculo liso traqueal
de ratos com asma experimental na presenca de agente antioxidante;

9. Observar o relaxamento bronquiolar induzido pelo TERPY.
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3 METODOS

O doador de NO [Ru(terpy)(bdq)NO*]3*, apresenta a estrutura
guimica abaixo e as suas abreviacfes consistem em: terpy = terpiridina e bdq
=1,2-benzoquinona-diimina (CASTRO et al., 2011) e foi abreviado por TERPY
(Fig. 3A). O TERPY apresenta massa molar de 456 g/mol e € pouco soluvel
em agua.

Este composto foi sintetizado e purificado pelo Departamento de
Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de
Ribeirdo Preto coordenado pelo Prof. Dr. Roberto Santana da Silva e cedido
ao Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular da Faculdade de Farméacia da

UFG para realizacéo dos testes descritos a seguir.

O cronoamperograma abaixo (Fig. 3B) foi obtido pela equipe de
pesquisa responsavel pela sintese usando um sensor de 0xido nitrico capaz
de detectar a reducédo do complexo [Ru(terpy)(bdg)NO*]** em pH fisiol6gico
na concentracdo de 0,1 mM. Observa-se que a medida que o tempo passa, a
corrente aumenta, indicando aumento da liberacdo do NO pelo complexo

(dado cedido pelo Prof. Dr. Roberto Santana da Silva).

Figura 3- Estrutura quimica (A) e Cronoamperograma (B) do TERPY mostrando a
liberacdo de NO através do aumento da corrente versus tempo em segundos.
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Fonte: A) CASTRO et al., 2011. B) Cronoamperograma: Imagem cedida pelo Prof. Dr. Roberto Santana
da Silva
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3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS
Foram utilizados ratos Wistar machos (180-250g) provenientes do

Biotério Central da UFG. Estes protocolos foram submetidos a analise e
aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFG sob o protocolo
029/2013 (ANEXO 1).

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Sham
e OVA. Os ratos do grupo chamado de OVA foram sensibilizados de acordo
com descrito por Kanikadan et al. (2008), com algumas modificacbes. Os
animais receberam injecédo intraperitoneal da suspensdo de 100 pg de
ovalbumina (OVA-Sigma-Aldrich) e 10 mg de hidroxido de aluminio (Vetec)
em salina (solucao de NaCl 0,9% estéril) em um volume total de 1 mL no que
foi estabelecido como dia 0 (zero) do experimento. No sétimo dia, foram
submetidos a inje¢ao subcutdnea com 100 ug de OVA dissolvida em salina,
volume total de 0,5 mL. No 14° dia de experimentos, os animais foram
desafiados sendo submetidos a nebulizacdo de OVA (1% em salina) por 25 a
30 minutos utilizando o nebulizador modelo Inalar Compact, NS, Sao Paulo,
(0,15-0,25 mL/min) em uma caixa de contencdo com as dimensdes de 18,5
cmx 18,5cmx 13,5 cm. Um dia apos a nebulizacéo, o 15° dia de experimento,
os animais foram anestesiados e sacrificados por exsanguinacdo da artéria
aorta abdominal e a traqueia foi isolada para realizacdo dos experimentos.
Estes periodos de experimentos foram escolhidos baseando-se no trabalho
de Coleman et al. (1983), que demonstrou que, em ratos, 0s niveis de
circulacao de IgE aumentam entre os dias 7 e 14 ap0s a inje¢ao intraperitoneal
de OVA.

Os animais tidos como controle foram submetidos a injecao
intraperitoneal e subcutanea de salina nos mesmos dias em que 0s animais
tratados com OVA e foram chamados de “Sham”, nomenclatura corriqueira
nos estudos farmacoldgicos para especificar animais que foram submetidos
aos mesmo procedimentos que o grupo tratado, porém, sem o agente
causador da doenca, no caso deste trabalho, a OVA. Assim, o presente estudo
apresentou dois grupos de animais, os tratados com ovoalbumina, designados

de grupo OVA e o grupo dos animais saudaveis, designados de Sham.
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Todos os grupos de animais foram mantidos com 4gua e ragéo ad
libitum, com temperatura controlada em 22 = 2°C e ciclo claro escuro de 12
horas.

3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O tecido conjuntivo e gorduroso envolto da traqueia foi removidos
e 0 6rgao foi seccionado em anéis de aproximadamente 3 mm, gerando quatro
anéis no total. Estes foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um
deles conectado a um transdutor de forca para registro da tensao isométrica
e o outro fixado a cuba para banho de 6rgao isolado (Insight, Ribeirdo Preto,
Brasil) acoplado a um programa computadorizado (DATAQ Instruments,
Akron, OH, USA) para registro da tensdo isométrica como exemplificado na
Fig. 4. Os anéis foram colocados em camaras para orgaos isolados contendo
solucéo de Krebs modificada com a seguinte composi¢cao em mM: NaCl 130,0;
KCI 4,7; KH2PO4 1,2; CaCl, 1,6; MgSOa4 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5; em
pH 7,4 sob gaseificagcdo com mistura carbogénica (95% O, e 5% COy), a 37 £
1°C.

Figura 4: Representacdo dos experimentos de reatividade traqueal.

Registro de tensdo isométrica

Doador
Computador de NO

— Carbacol
Banho de 6rgéos

Fonte: Autoria propria

Para realizacdo dos protocolos experimentais, as preparacdes
foram submetidas a tenséo de 1 g, previamente determinada (CASTRO, 2011)
por um periodo minimo de 40 min para estabilizacdo. Ap6s o equilibrio, as
traqueias foram expostas ao agonista colinérgico carbacol (0,5 uM, ECso) para

se obter 50 e 100% da sua contragdo maxima. As traqueias foram lavadas
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com solucdo de Krebs por no minimo trés vezes e entdo foi dado inicio aos

protocolos experimentais.

3.3 ANALISE HISTOLOGICA

Com o objetivo de verificar a instalagdo do processo inflamatorio,
apos a realizacao dos experimentos em banhos de 6rgéo, traqueias do grupo
Sham e OVA foram fixadas em formaldeido 10% tamponado para confec¢édo
de laminas histologicas. Foram realizados cortes de 10 ym com auxilio de um
micrétomo e as laminas contendo o tecido foram coradas por trés métodos
diferentes: hematoxilina e eosina (H&E), que permite identificar a presenca de
infiltrado inflamatério em que o nudcleo das células fica corado de roxo;
Tricondbmio de Masson, que permite indentificar células musculares lisas
coradas em vermelho; e Azul de Toluidina, que permite indentificar mastocitos

corados em purpura.

O material corado foi avaliado em microscopio de luz Axio
Scope.Al acoplado a camera AxioCam MRc, Carl Zeiss em aumentos de 200

e 400 vezes.

Nas laminas coradas pelo método Azul de Toluidina, a densidade
dos mastécitos em um? foi calculada em toda a extensao da traqueia com o
auxilio de um reticulo de integracdo em rede (Carl Zeiss 4740680000000-
Netzmikrometer 12,5) que na objetiva de 40x tem-se uma area de 0,0961 um?,
sendo realizada uma regra de trés simples para calcular-se o niamero de

mastécitos por um?. Esta técnica é chamada de morfometria.

3.4 REATIVIDADE DO MUSCULO LISO DA TRAQUEIA

3.4.1 Efeito relaxante do SNP e TERPY em anéis de traqueia de ratos dos

grupos Sham e OVA pré-contraidos com carbacol

Para estudar o efeito relaxante do SNP e TERPY em musculo liso
traqueal de ratos dos grupos Sham e OVA e verificar se este é dependente
da concentracao, as curvas de relaxamento concentracao-efeito cumulativas
foram realizadas em anéis das traqueias pré-contraidas com a ECso do

carbacol (0,5 uM) (CASTRO, 2011). Para isso, quando a resposta contratil
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atingiu o platd, foram adicionadas concentragbes crescentes de SNP ou
TERPY (ambos 10 nM a 100 um ou 108 M a 10 M) e as respostas relaxantes
foram registradas.

3.4.2 Participacéo da via NO/GCs/GMPc sobre o relaxamento do SNP e
TERPY em anéis de traqueia de ratos dos grupos Sham e OVA

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para o SNP e para o
TERPY (ambos 10 nM a 100 yM) sobre a pré-contracdo induzida com
carbacol (ECso) em traqueia de ratos dos grupos Sham e OVA na auséncia ou
presenca (30 min) dos seguintes inibidores/bloqueadores: a) (1H)-
(1,2,4)oxadiazole(4,3-a)quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor seletivo da guanilato
ciclase soluvel, (1 uM); b) Tetraetilamdnio (TEA), bloqueador ndo seletivo de
canais para K*, (5 mM); c) 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), inibidor nao

seletivo das fosfodiesterases (PDE), (10 uM).

3.4.3 Participacao dos diferentes inibidores seletivos de fosfodiesterase
(PDE) sobre o relaxamento do SNP e TERPY em anéis de traqueia de

ratos dos grupos Sham e OVA

Com a finalidade de estudar o efeito relaxante do TERPY e do SNP
em musculo liso traqueal de ratos dos grupos Sham e OVA em presenca de
diferentes inibidores de PDEs e verificar a influéncia destes no efeito dos
doadores, as curvas de relaxamento concentracédo-efeito cumulativas foram

realizadas em anéis das tragueias pré-contraidos com a ECsp do carbacol (0,5
HMM).

Para tanto, adicionou-se os diferentes inibidores de PDE: a)
Amrinona, inibidor de PDE 3 (1 uM); b) Rolipram, inibidor de PDE 4 (10 uM);
c¢) Dipiridamol, inibidor de PDE 5 (10 uM), que ficaram incubando por 30 min.
Apdés esse tempo, iniciou-se a resposta contratil ao carbacol e quando ela
atingiu o platé e adicionou-se concentracdes crescentes do SNP ou TERPY

(ambos 10 nM a 100 uM) e as respostas relaxantes foram registradas.
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3.4.4 Participagéo dos diferentes blogueadores seletivos de canais para
potéssio sobre o relaxamento do SNP e TERPY em anéis de traqueia de
ratos dos grupos Sham e OVA

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para o SNP e para o
TERPY (ambos 10 nM a 100 yM) sobre a pré-contracdo induzida com
carbacol (ECso) em traqueia de ratos dos grupos Sham e OVA na auséncia ou
presenca (30 min) dos seguintes bloqueadores seletivos de canais para
potassio: a) Cloreto de bario (BaClz, 30 uM) bloqueador dos canais tipo
retificador (Kir); b) Glibenclamida (3 uM), bloqueador dos canais dependentes
de ATP (Katp); €) 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), bloqueador dos canais
dependentes de voltagem (Ky); d) Clotrimazol (5 uM) bloqueador dos canais
ativados por Ca?* (Kca); €) Apamina, (0,5 uM) bloqueador dos canais ativados
por Ca?* de baixa condutancia (SKca).

3.4.5 Participacdo da bomba de Ca?" do reticulo sarcoplasmatico sobre
o relaxamento do SNP e TERPY em anéis de traqueia de ratos dos grupos
Sham e OVA

Com a finalidade de estudar o efeito relaxante do TERPY e do SNP
em mausculo liso traqueal nos grupos Sham e OVA na presenca do inibidor da
bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e verificar a influéncia
destes no efeito dos doadores, as curvas de relaxamento concentracao-efeito
cumulativas foram realizadas em anéis das traqueias pré-contraidos com a
ECso do carbacol (0,5 pM) na auséncia ou presenga (30 min) do acido

ciclopiazénico (CPA) na concentracéo final de 10 uM.

3.4.6 Participagao do influxo de Ca?" em presenca de carbacol ou KCI 75
mM

Para avaliar o influxo de Ca?' estimulado pelo carbacol em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA, apoOs estabilizacdo, as
preparacdes foram estimuladas com carbacol (ECsp) até o platd. As

preparacbes foram novamente estimuladas com a ECso do carbacol.
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Entretanto, em solucdo de Krebs zero-Ca?* até o desaparecimento da
resposta contratil, ou seja, a deplecdo dos estoques intracelulares de Ca?*
sensiveis ao carbacol. A seguir, as traqueias foram mantidas em solugéo de
Krebs zero-Ca?* e apoés adicdo de carbacol (ECsp) sem resposta contrétil
adicionadas concentracgdes crescentes e cumulativas de Ca?* (0 a 1,6 mM)
ara se obter curvas de concentragdo-efeito na auséncia ou presenca (20 min)
de SNP ou TERPY, ambos a 100 uM, a concentracdo que produziu o
relaxamento maximo (ECioo).

Para avaliar o influxo de Ca?* estimulado por KCI (75 mM), em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA, apOs a estabilizacdo, as
preparacdes foram lavadas em solucdo de Krebs zero-Ca?* até a completa
deplecéo de célcio intracelular sensivel a ECso do carbacol. Essa solucao foi
entéo substituida pela solucdo de Krebs contendo 75 mM de KCI na auséncia
de ions calcio. ApGs estabilizacdo, foram realizadas curvas concentracao-
efeito cumulativas para Ca?* (0 a 1,6 mM) na auséncia e na presenca de SNP
ou TERPY (100 pM - 20 min).

3.4.7 Participacdo da via das ciclooxigenases e do antagonista de
leucotrienos sobre o relaxamento do SNP e TERPY em anéis de traqueias

de ratos dos grupos Sham e OVA

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para o SNP e para o
TERPY (ambos 10 nM a 100 yM) sobre a pré-contracdo induzida com
carbacol (ECso) em traqueia de ratos dos grupos Sham e OVA na auséncia ou
presenca (30 min) do diclofenaco de sdodio, inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase (10 uM) e do montelucaste, antagonista dos receptores de

leucotrienos do tipo CysLT1 (10 pyM).

3.4.8 Efeito relaxante do SNP e TERPY em anéis de traqueia de ratos dos

grupos Sham e OVA em presenca de sequestrador de anions superoxido

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para o SNP e para
o0 TERPY (ambos 10 nM a 100 yM) sobre a pré-contracdo induzida com

carbacol (ECso) em traqueia de ratos dos grupos Sham e OVA na auséncia ou
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presenca (30 min) de TIRON, um sequestrador de anions superoxido (O2) (1
mM).

3.5 EFEITO DO TERPY EM CORTES DE BRONQUIOLOS ASMATICOS

Este protocolo foi realizado segundo a metodologia
desenvolvida por Kott et al. (2002), com adapc¢des. Apds o sacrificio, o pulmao
de ratos do grupo OVA foi removido, mantido em solugéo de Krebs a 37°C e
gaseificada, e cortado transversalmente em fatias de 1 a 2 mm com auxilio de
um bisturi. Em 1 mL da solucdo de Krebs, os cortes foram avaliados ao
microscoépio de luz Axio Scope.Al acoplado a camera AxioCam MRc, Carl
Zeiss, em aumento final de 50 vezes. Os bronquiolos foram identificados,
medidos com o auxilio do software Axio Vision versdo 4.7.2 de 2008 e
estabeleceu-se como sendo o tempo zero do experimento. A solucdo de
carbacol (0,5 uM — ECsp) foi adicionada e 180 segundos apés sua adicdo, a
luz bronquiolar foi medida. Imediatamente apos, a solugdo de TERPY (100
MM — ECi00) foi adicionada e o relaxamento bronquiolar foi medido 360

segundos apods o inicio do experimento.

Este protocolo experimental foi realizado apenas no grupo OVA e

em resposta ao TERPY devido a extrema dificuldade de realizacdo do mesmo.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de tenséo isométrica foram expressos como a média
+ erro padrédo da média (EPM), obtidos de diferentes animais. Os graficos
foram realizados pelo programa GraphPad Prism (GraphPad Software
Corporation) na versdo 5.01 de 2008.

As determinacdes da concentracdo que produz 50% da resposta
maxima (ECsp) habitualmente chamada de pD: nos experimentos de
farmacologia por ser representada matematica e graficamente como —log da
ECso e do efeito maximo (Emax) foram realizadas utilizando o método de
regressdo nao linear dos minimos quadrados, utilizando-se o programa
GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation) na versédo 5.01 de 2008.

A andlise estatistica utilizada para comparacéao entre os grupos foi

o test T Student e a analise de variancia ANOVA one-way, seguido do pés-
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teste de Newman-Keuls pelo programa GraphPad Prism (GraphPad Software
Corporation) na versao 5.01 de 2008. Foi adotado nivel de significancia de 5%

(p<0,05) para que as diferencas fossem consideradas estatisticamente
significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

A Fig. 5 evidencia cortes histologicos de traqueias de rato do grupo
Sham corado em H&E nos aumentos finais de 50 e 200 vezes para as Fig. 5A
e 5B, respectivamente. Em ambas as imagens € possivel verificar a presenca
de epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado com células caliciformes
(designado por E) apoiado sobre lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo.
Abaixo segue cartilagem hialina (designado por C) e mais perifericamente
feixes de musculo liso (designado por ML). O tecido cartilaginoso apresenta-
se em forma de C (Fig. 5A), tendo suas extremidades unidas por feixes de
musculo liso (Fig.5B). As duas setas da Fig. 5A indicam os locais em que o
gancho de metal do banho de 6rgaos se fixaram durante os experimentos de
reatividade.

Figura 5- Fotomicroscopias de cortes histolégicos transversais de traqueias de ratos
Sham.

Legenda: As fotomicroscopias apresentam epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado, representado
por E, musculatura lisa, representado por ML, ligada a cartilagem hialina, representada por C. As setas
indicam os locais de fixagdo dos ganchos de metal durante os experimentos de reatividade. (A) e (B)
foram corados por H&E; e estdo nos aumentos finais de 50x e 200x, respectivamente.

A Fig. 6 apresenta fotomicroscopias de corte histologico de traqueia de
rato do grupo Sham (Fig 6A-D) e do grupo OVA (Fig. 6E-H). As imagens
mostram epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado, tecido conjuntivo

fibroso e musculatura lisa ligada a cartilagem hialina. A Fig. 6A-D séo
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Figura 6- Fotomicoscopias de cortes histolégicos transversais de traqueias de ratos do grupo Sham (A-D) e do grupo OVA (E-H).

Legenda: As fotomicroscopias apresentam epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado, tecido conjuntivo fibroso e musculatura lisa ligada a cartilagem hialina. (A), (B), (E) e (F) foram
corados por Hematoxilina e Eosina; (C) e (G) foram coradas com Tricondmio de Masson e (D) e (H) foram coradas com Azul de Toluidina. Comparando (A) e (B) com (E) e (F), vé-se
gue estas apresentam intenso infiltrado inflamatério mononuclear subepitelial permeado por pequenos vasos sanguineos. (C) e (G) apresentam musculo liso corado em vermelho. (D)
e (H) apresentam mastécitos corados em plrpura com a densidade dessas células aumentas no grupo OVA (H) em comparagdo com o grupo Sham (D).
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traqueias de ratos do grupo Sham e a Fig. 6E-H sao do grupo OVA (ambos
n=8). A Fig. 6E e 6F mostram intenso infiltrado inflamatério mononuclear
subepitelial permeado de vasos sanguineos de pequeno calibre em
comparacao com as Fig. 6A e 6B.

A coloracao Tricondmio de Masson, Fig. 6C para o grupo Sham e Fig.
6G para o grupo OVA evidenciam musculo liso corados em vermelho. Como
artefato de técnica, algumas células epiteliais também podem ficar coradas

em vermelho.

A coloracao Azul de Toluidina, Fig. 6D para o grupo Sham e Fig. 6H
para o grupo OVA evidencia mastdcitos corados em purpura. O nimero de
mastocitos foi menor no grupo Sham em comparagédo com o grupo OVA. A
morfometria revelou diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05), em que
observou-se 44,7 mastécitos/um? no grupo Sham e 101,0 mastécitos/um? no
grupo OVA. Esses achados confirmam que a ovalbumina é capaz de gerar
um processo inflamatério em traqueias de ratos e as caracetisticas
histolégicas demonstram que a asma em roedores é semelhante a asma em
humanos (KUCHAREWICZ, BODZENTA-LUKASZYK e BUCZKO, 2008;
MOSMANN e COFFMAN, 1989).

4.2 EFEITO CONTRATIL DO CARBACOL SOBRE TRAQUEIAS DE RATOS

A Fig. 7 mostra a contracao expressa em gramas (g) do musculo
liso traqueal dos grupos Sham e OVA em resposta a ECso do carbacol (0,5
1UM). No grupo Sham, a contracéo foi de 1,6 + 0,17g, n=18 e no grupo OVA a
contracao foi de 2,3 = 0,3g, n=15, um aumento significativo de 44% (p<0,05)
na reatividade. Este resultado confirma que a sensibilizacdo com OVA produz
hiperreatividade brénquica a agonistas colinérgicos semelhantes a asma
humana (SOCIEDADE..., 2012).
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Figura 7- Comparagdo entre as respostas contrateis das traqueias isoladas de ratos
dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Representacdo das contracdes em grama (g) exercida pela ECso do carbacol (0,5 uM) em
média + EPM de traqueias de ratos do grupo Sham e do grupo OVA. Analise estatistica: test t Student
em que * p <0,05.

4.3 EFEITO RELAXANTE DO SNP E DO TERPY

Os doadores de NO, SNP e TERPY, induziram relaxamento em
traqueias do grupo Sham e OVA pré contraidas com carbacol de forma
concentragcdo-dependente tanto em animais dos grupos Sham quanto nos
OVA (Fig. 8A). O efeito maximo do SNP para o grupo Sham foi 68,3 = 3,1%,
n=9 e para o grupo OVA 49,9 + 2,7%, n=6, uma reducao signicativa (p<0,001)
de 27% (Fig. 8B). Ja o TERPY, ndo apresenta diferencas significativas de Emax
entre o grupo Sham (110,2 £ 3,2%, n=9) e 0 OVA (106,1 £ 1,5%, n=9). Estes
dados demonstram que o SNP é menos eficaz no relaxamento do muasculo
liso traqueal de animais do grupo OVA do que em musculo liso de animais

Sham. J4 o TERPY apresenta a mesma eficacia em ambos 0s grupos.

O pD2 do SNP no grupo Sham foi de 6,1 + 0,07, n=9 e no OVA 6,2
0,06, n=6. Para o TERPY, os valores de poténcia foram 5,1 £ 0,06, n=9 para
0 grupo Sham e de 5,1 £ 0,09, n=9 para o OVA. Portanto, o estado inflamatério

da traqueia nao alterou a poténcia do SNP ou do TERPY (Fig. 8C).

Comparando o0 Emax do TERPY com o do SNP, observa-se que o
TERPY é significativamente mais eficaz (p<0,001) do que o SNP em provocar
relaxamento do musculo liso traqueal em ambos os grupos (Fig. 8B).
Entretanto, a poténcia do SNP é maior do que a do TERPY (p<0,001) nos
grupos (Fig. 8C).
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Figura 8- Comparagao entre o efeito relaxante do SNP e do TERPY em traqueias
isoladas de ratos ndo sensibilizados (Sham) e sensibilizados com ovalbumina
(OVA) e pré-contraidas com carbacol.
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Legenda: A) Curvas concentracdo-efeito cumulativas para SNP e TERPY. As barras verticais
representam os valores obtidos no Enax do relaxamento (B) e pelo pD, (C) provocado pelo SNP e
TERPY. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
Diferenca estatistica: *** p< 0,001.
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4.4 EFEITO DE DIFERENTES INIBIDORES DA VIA GCs/GMPc SOBRE O
RELAXAMENTO DE TRAQUEIAS DO GRUPO SHAM E OVA

4.4.1 Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel, ODQ

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do ODQ (1 uM -
incubado por 30 min) estdo apresentados na Fig. 9A e 9B para o grupo Sham

e na Fig. 9C e 9D para o grupo OVA.

Figura 9- Efeito do ODQ sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em traqueias
de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracao-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presen¢a de ODQ
(1 pM - 30 min) em preparagdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos os grupos.
Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e diferenga
estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.
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A presenca do inibidor da GCs alterou o efeito maximo e a poténcia do
SNP no grupo Sham (Fig. 9A). O Emax do SNP reduziu de 68,3 £ 3,1%, n=9
para 35,0 £ 7,7%, n=7 na presenca do ODQ. Seu pD- reduziu de 6,1 + 0,07,
n=9 para 5,2 £ 0,22, n=7. Ambos os resultados apresentaram significancia de
p<0,001 (Tab. 1).

A presenca do ODQ néo alterou o efeito maximo nem a poténcia do
TERPY no grupo Sham (Fig. 9B). O Emax do TERPY foi de 110,2 + 3,2%, n=9
para o controle e de 98,7 + 1,3%, n=5 na presenca do ODQ. Seu pD- foi de
5,1 = 0,06, n=9 para o controle e de 5,2 £ 0,10, n=5 em presenca de ODQ
(Tab. 1).

Portanto, em animais do grupo Sham, apenas para o SNP a via da GCs

parece ser importante para o relaxamento do musculo liso traqueal.

A presenca do inibidor da GCs néo alterou o efeito maximo do SNP ou
do TERPY no grupo OVA. O Emax do SNP na presenc¢a do ODQ foi de 42,8 +
4,7%, n=4 em comparacao com o controle 49,9 £ 2,7%, n=6 (Fig. 9C) e 0 Emax
do TERPY foi 109,0 + 8,2%, n=4 em compragado com o controle 106,1 + 1,5%,
n=9 (Fig. 9D). Ja os valores de pD. apresentaram reducao significativa para
os dois doadores de NO (Tab. 1). A poténcia do SNP reduziu de 6,2 * 0,06,
n=6 para 5,9 + 0,04, n=4 (p<0,05) e a do TERPY diminuiu de 5,0 + 0,09, n=9
para 4,4 + 0,08, n=4 (p<0,001) na presenca de ODQ, evidenciando um
deslocamento da curva para a direita e uma reducéo da poténcia como pode

ser visto na Fig. 9D.

Assim, no grupo OVA, a inibicdo da GCs reduz a poténcia tanto do SNP
guanto do TERPY.

Portanto, o processo inflamatério causado pela sensibilizacéo e desafio
com OVA altera o mecanismo de relaxamento tanto do SNP como do TERPY
no musculo liso traqueal. No caso do SNP, parece que a via da GCs/GMPc
teve sua participacao reduzida por causa da perda da eficacia, porém, ainda
com participacdo na poténcia. Para o TERPY, a via da GCs/GMPc que nao
participava do relaxamento no grupo Sham, apresentou importancia no grupo

OVA, evidenciado pela menor poténcia na presenca do ODQ.
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Tabela 1- Efeito maximo (Emax) € poténcia (pD2) do SNP e TERPY nos grupos Sham e

OVA na auséncia (controle) e presenca de diferentes ferramentas farmacoldgicas.

SNP Sham SNP OVA

Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
Controle 68,3 + 3,1 (n=9) 6,1+ 0,07, n=9 49,9 + 2,7 (n=6) 6,2 + 0,06, n=6
OoDQ 35,0+ 7,7 (n=7)*** 52 +0,22, n=7** 428+ 4,7 (n=4) 5,9+ 0,04, n=4*
IBMX 84,9+ 3,0 (n=4)*  6,3+0,04, n=4 101,9 + 4,1 (n=4)*** 6,5 + 0,05, n=4*
Amrinona 57,0+ 7,2 (n=5) 6,1 +0,13, n=5 75,0 + 4,7% (n=3)*** 6,5+ 0,09, n=3
Rolipram 90,1+ 6,9 (n=3)** 6,5+ 0,10, n=3* 98,1 + 2,7 (n=3)*** 6,4 + 0,19, n=3
Dipiridamol 84,0 + 7,2 (n=4)* 6,0 +£ 0,06, n=4 89,9 + 3,0 (n=3)*** 6,6 + 0,11, n=3*

TERPY Sham TERPY OVA

Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
Controle 110,2 + 3,2 (n=9) 5,1+ 0,06, n=9 106,1+ 1,5 (n=9) 5,0+ 0,09, n=9
oDQ 98,7 + 1,3 (n=5) 5,2 + 0,10, n=5 109,0 + 8,2 (n=4) 4,4 + 0,08, n=4 ***
IBMX 96,8 + 1,5 (n=5) 55+0,19, n=5*  111,2 + 2,1 (n=4) 6,0 £ 0,13, n=4**+
Amrinona 101,1 £ 2,6 (n=4) 5,0+ 0,23, n=4 102,8 £ 2,6 (n=3) 5,2+0,13, n=3
Rolipram 107,9 £ 3,4 (n=4) 5,6 £ 0,06, n=4***  105,5+ 2,0 (n=3) 53+0,12, n=3
Dipiridamol 108,5 + 2,8 (n=4) 5,2+ 0,10, n=4 107,5+ 2,7 (n=3) 5,2+0,13, n=3

Legenda: Os pontos representam médias + EPM expressos em porcentagem. Significancia estatistica
comprando as diferentes ferramentas farmacoldgicas com o controle de cada grupo, em que *p < 0,05,
**p < 0,01 e *** p <0,001.

4.4 .2 Efeito do inibidor ndo seletivo de fosfodiesterases, IBMX

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor ndo
seletivo de fosfodiesterase (PDE) - IBMX (10 uM - incubado por 30 min) estao
apresentados na Fig. 10A e 10B para o grupo Sham e na Fig. 10C e 10D para
0 grupo OVA.
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Figura 10- Efeito do IBMX sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracéo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de
IBMX (10 uM - 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

O IBMX aumentou o efeito maximo do SNP no grupo Sham (Fig. 10A),
seu Emax aumentou de 68,3 + 3,1%, n=9 para 84,9 + 3,0%, n=4, um aumento
significativo de 24% (p<0,01 — Tab. 1). Ja para o TERPY, o IBMX néo alterou
Emax (controle: 110,2 + 3,2%, n=9 versus 96,8 + 1,5%, n=5).

A poténcia mostrou-se alterada apenas para o TERPY em presenca do

inibidor ndo seletivo de PDE no grupo Sham. O pD2 do TERPY foi de 5,1 +

Resultados 37



0,06, n=9 para o controle e de 5,5 £ 0,19, n=5 em presenca de IBMX,
evidenciando um aumento da poténcia (p<0,01-Tab. 1) representado
graficamente pelo deslocamento da curva para a esquerda (Fig. 10B). O pD2
do SNP mostrou-se inalterado em presenca de IBMX (6,3 = 0,04, n=4) em
comparacao com o controle (6,1 + 0,07, n=9).

Estes dados sugerem que, no grupo Sham, a inibicdo das PDEs pode
melhorar o perfil de relaxamento do musculo liso traqueal provocado pelo SNP
e pelo TERPY.

A inibicdo nao seletiva das PDEs pelo IBMX modificou os parametros
de eficacia e poténcia do SNP no grupo OVA. O Emax do SNP, que era 49,9 +
2,7%, n=6, aumentou para 101,9 = 4,1%, n=4 (Fig. 10C), um aumento
significativo de 104% (p<0,001 — Tab. 1). O pD2 aumentou de 6,2 + 0,06, n=6
para 6,5 £ 0,05, n=4 (p<0,05 — Tab. 1).

Para o relaxamento produzido pelo TERPY no grupo OVA, assim como
no grupo Sham, o IBMX alterou sua poténcia, sem interferir no efeito maximo
(Fig 10D). O pD2 aumentou de 5,0 + 0,09, n=9 para 6,0 = 0,13, n=4 (p<0,001-
Tab. 1), um deslocamento da curva para a esquerda mais intenso do que em
animais Sham. O Emax para o controle foi de 106,1 + 1,5%, n=9 e em presenca
do IBMX foi de 111,2 + 2,1%, n=4 no grupo OVA.

Os resultados com IBMX sugerem que os nucleotideos ciclicos clivados
pelas PDEs tém importancia para o relaxamento do SNP e do TERPY em
musculo liso traqueal do grupo Sham (ratos saudaveis) e do grupo OVA (ratos
com asma experimental). Entretanto, a maior disponibilidade destes
nucleotideos parecem ter efeitos mais importantes para relaxar o musculo liso

inflamado, tanto para o SNP quanto para o TERPY.

4.4 .3 Efeito do inibidor seletivo de fosfodiesterase 3, amrinona

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor seletivo
de PDE 3 amrinona (0,1 uM- incubado por 30 min), estdo apresentados na

Fig. 11A e 11B para o grupo Sham e na Fig. 11C e 11D para o grupo OVA.
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Figura 11- Efeito da amrinona sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.

Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de
amrinona (0,1 puM - 30 min) em preparagdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

A amrinona nao alterou significativamente a potencia e eficacia seja do
SNP como do TERPY no grupo Sham (Tab. 1). Para o SNP (Fig. 11A), 0 Emax
da curva controle foi 68,3 £ 3,1%, n=9 e em presenca de amrinona 57,0
7,2%, n=5. O pD- presentou-se 6,1 + 0,07, n=9 para o controle e 6,1 + 0,13,
n=5 em presenca de amrinona. Para o TERPY (Fig. 11B), o Emax da curva
controle foi 110,2 + 3,2%, n=9 e em presenca da amrinona 101,1 + 2,6%, n=4.
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O pD2 controle do TERPY apresentou valores de 5,1 + 0,06, n=9 e em

presenca de amrinona 5,0 £ 0,23, n=4.

Parece que a inibicdo da PDE 3 em mausculo liso traqueal do grupo
Sham néao interfere no mecanismo de relaxamento de ambos os doadores de
NO.

Para o grupo OVA, o Emax da curva controle para o SNP foi 49,9 £ 2,7%,
n=6 e em presenca de amrinona foi 75,0 £ 4,7%, n=3 (Fig. 11C), um aumento
significativo de 50% de eficacia, indicando que a inibicdo de PDE 3 pode
favorecer o efeito do SNP. O pD2 apresentou-se 6,2 =+ 0,06, n=6 para o
controle e 6,5 £ 0,09, n=3 em presenca de amrinona. Para o TERPY (Fig.
11D), 0 Emax da curva controle foi 106,1 + 1,5%, n=9 e em presenca da
amrinona 102,8 + 2,6%, n=3. O pD2 do controle apresentou-se em 5,0 + 0,09,

n=9 e em presenca de amrinona 5,2 + 0,13, n=3.

Esses resultados demonstraram que a inibicdo da PDE 3 em musculo
liso traqueal do grupo Sham néo interferiu no mecanismo de relaxamento do
TERPY. Entretanto, sua inibicdo pode ser importante para o relaxamento

promovido pelo SNP em traqueia do grupo OVA.

4.4.4 Efeito do inibidor seletivo de fosfodiesterase 4, rolipram

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor seletivo
de PDE 4 rolipram (10 uM - incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig.

12A e 12B para o grupo Sham e na Fig. 12C e 12D para o grupo OVA.
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% Relaxamento

Figura 12- Efeito do rolipram sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de
rolipram (10 pM - 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

O rolipram, inibidor de PDE 4, levou a modificacdo da eficacia e da
poténcia do SNP no grupo Sham (Fig.12A). O Emax do SNP aumentou de 68,3
+ 3,1%, n=9 para 90,1 + 6,9%, n=3, um aumento de 32% (p<0,01-Tab 1). O
pD2 do SNP aumentou de 6,1 £ 0,07, n=9 para 6,5 £ 0,10, n=3 em presenca

de rolipram (p<0,05-Tab. 1).
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No grupo Sham, o TERPY teve alteracéo de sua poténcia na presenca
do rolipram (Fig. 12B). Seu pD2 aumentou de 5,1 £+ 0,06, n=9 para 5,6 £ 0,06,
n=4, um aumento de 10% na poténcia (p<0,001-Tab. 1), evidenciado pelo
desvio da curva para a esquerda. O Emax da curva controle foi 110,2 £ 3,2%,
n=9 e em presenca do rolipram 107,9 + 3,4%, n=4.

Esses resultados sugerem que a inibicdo da PDE 4 em musculo liso
traqueal de ratos do grupo Sham melhora o efeito relaxante tanto do SNP
guanto do TERPY.

No grupo OVA, o inibidor de PDE 4 levou a modificacéo da eficacia do
SNP (Fig. 12C). O Emax do SNP aumentou de 49,9 *+ 2,7%, n=6 para 98,1 +
2,7%, n=3, um aumento de 97% (p<0,001-Tab. 1). O pD2 do SNP apresentou-
se 6,2 + 0,06, n=6 para o controle e 6,4 £ 0,19, n=3 em presenca de rolipram.

No grupo OVA, o TERPY apresentou Emax de 106,1 £ 1,5%, n=9 e em
presenca de rolipram 105,5 + 2,0%, n=3. O pD2 para o controle foi 5,0 + 0,09,
n=9 e em presenca do inibidor seletivo 5,3 + 0,12, n=3, monstrando auséncia

de alteracdo de pD: na presenca do rolipram (Fig. 12D).

Esses resultados indicam que a inibicdo da PDE 4 em musculo liso

traqueal de ratos do grupo Sham melhora o efeito relaxante do SNP.

4.4.5 Efeito do inibidor seletivo de fosfodiesterase 5, dipiridamol

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor seletivo
de PDE 5, dipiridamol (10 uM - incubado por 30 min), estdo apresentados na
Fig. 13A e 13B para o grupo Sham e na Fig. 13C e 13D para o grupo OVA.
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Figura 13- Efeito do dipiridamol sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de
dipiridamol (10 puM - 30 min) em preparacfes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 pM) em
ambos os grupos. Os pontos representam médias = EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem
e diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

Na presenca de dipiridamol, o Unico parametro farmacolégico alterado
foi a eficacia do SNP que se ostrou aumentado (Fig. 13A). Seu Emax aumentou
de 68,3 *+ 3,1%, n=9 para 84,0 + 7,2%, n=4, um aumento de 23% (p<0,05 -
Tab. 1). O pD2 do SNP apresentou-se 6,1 + 0,07, n=9 para o controle e 6,0 +

0,06, n=4 em presenca do dipiridamol.
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Para o grupo Sham, o Emax da curva controle do TERPY (Fig. 13B) foi
110,2 = 3,2%, n=9 e em presenca do dipiridamol 108,5 + 2,8%, n=4. O pD2
controle do TERPY apresentou-se 5,1 + 0,06, n=9 e em presenca do inibidor
de PDE 5 valores de 5,2 + 0,10, n=4.

A inibicdo da PDE 5 alterou apenas os parametros farmacolégicos
avaliados do SNP no grupo OVA (Fig. 13C), demonstrando que a inibicao
desta PDE pode melhorar o efeito do SNP em musculo liso traqueal inflamado.
O Emax do SNP reduziu de 49,9 £ 2,7%, n=6 para 89,9 = 3,0%, n=3, um
aumento de 80% na eficacia (p<0,001-Tab. 1). O pD> do SNP aumentou de
6,2 = 0,06, n=6 na curva controle para 6,6 £ 0,11, n=3 em presenca de
dipiridamol (p<0,05 - Tab. 1).

No grupo OVA, 0 Emax do TERPY (Fig. 13D) foi 106,1 + 1,5%, n=9 e em
presenca do dipiridamol 107,5 + 2,7%, n=3. O pD2 controle do TERPY
presentou valores de 5,0 = 0,09, n=9 e em presenca do inibidor de PDE 5
valores de 5,2 + 0,13, n=3.

45 EFEITO DE DIFERENTES BLOQUEADORES DE CANAIS PARA
POTASSIO SOBRE O RELAXAMENTO DE TRAQUEIAS DO GRUPO SHAM
E OVA

45.1 Efeito do bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio,
tetraetilaménio (TEA)

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador nédo
seletivo de canais para potassio, tetraetilaménio — TEA (5 mM- incubado por
30 min), estdo apresentados na Fig. 14A e 14B para o grupo Sham e na Fig.
14C e 14D para o grupo OVA.
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Figura 14- Efeito do TEA sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em traqueias
de ratos dos grupos Sham e OVA
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Legenda: Curvas concentracao-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de TEA
(5 mM - 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) em ambos os grupos.
Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e diferenca
estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

O blogueador ndo seletivo dos canais para potassio tetraetilaménio
(TEA) alterou o efeito maximo tanto do SNP (Fig. 14A) quanto do TERPY (Fig.
14B) no grupo Sham. O Emax do SNP aumentou de 68,3 £ 3,1%, n=9 para 81,6
+ 5,2%, n=9, um aumento significativo de 19% (p<0,05 — Tab. 2). Entretanto,
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0 TERPY apresentou uma reducdo de 56% de seu Emax (p<0,001-Tab. 2),
variando de 110,2 £ 3,2%, n=9 para 48,3 + 2,7%, n=7.

Ambos os doadores de NO nao tiveram sua poténcia alterada
estatisticamente pela presenca do TEA no grupo Sham. Na auséncia do
bloqueador, o pD2 do SNP foi de 6,1 = 0,07, n=9, e na presenca 6,3 £ 0,09,
n=9. Para o TERPY, o pD: foi de 5,1 + 0,06, n=9 na auséncia do TEA e na
presenca 4,9 £ 0,18, n=7 (Tab. 2).

Esses resultados evidenciam a participacdo dos canais para potassio
no relaxamento do muasculo liso traqueal provocado pelo SNP e pelo TERPY.

Assim como no grupo Sham, o TEA alterou o efeito maximo tanto do
SNP (Fig. 14C) quanto do TERPY (Fig. 14D), porém, ndo modificou suas
respectivas poténcias em traqueias de ratos do grupo OVA. O Emax do SNP
variouou de 49,9 + 2,7%, n=6 para 81,5 = 7,9%, n=5, 0 mesmo aumento de
19% (p<0,05 — Tab. 2) observado no grupo Sham. Entretanto, a reducgdo do
Emax para o TERPY na presenca do TEA no grupo OVA foi maior do que a
observada no grupo Sham, uma reducdo de efeito maximo de 87% em
comparacao com o controle. Em valores, o Emax para o TERPY na auséncia
do TEA foi de 106,1 £ 1,5%, n=9 e na presenca do bloqueador foi de14,0 £
1,7%, n=3 (p<0,001-Tab. 2). Em relacdo a poténcia, obteveram-se os
seguintes valores: para o SNP na auséncia de TEA 6,2 + 0,06, n=6 e na
presenca 6,2 + 0,26, n=9. Para o TERPY, o pD: foi de 5,0 £ 0,09, n=9 na
auséncia do TEA e na presenca 4,9 + 0,30, n=3 (Tab. 2).

Conforme demonstram os resultados, os canais para potassio
participam do mecanismo de relaxamento do musculo liso traqueal para os
doadores de NO, SNP e TERPY, e a participacdo desses canais independem

do estado inflamatorio do 6rgéo.
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Tabela 2- Efeito maximo (Emax) € poténcia (pD2) do SNP e TERPY nos grupos Sham e
OVA na auséncia (controle) e presenca de diferentes ferramentas farmacologicas

SNP Sham SNP OVA
Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
Controle 68,3 + 3,1% (n=9) 6,1+0,07, n=9 49,9 + 2,7 (n=6) 6,2 + 0,06, n=6
TEA 81,6 + 5,2 (n=9)* 6,3+ 0,09, n=9 81,5 + 7,9 (n=5)*** 6,2+ 0,26, n=5
4-AP 96,2 + 2,1 (n=5)*** 6,4 + 0,07, n=5* 99,9 + 5,4 (n=5)*** 6,7 + 0,08, n=5%*+
Apamina 34,2 + 7,5 (n=4)*** 5,7+0,73, n=4 76,4 + 7,8 (n=4)*** 6,3+ 0,09, n=4
Bério 43,7 + 5,1 (n=4)*** 4,6 + 0,03, n=4*** 57,5 + 4,8 (n=4) 6,3+ 0,05, n=4
Clotrimazol 69,9 + 3,8 (n=3) 6,2 +0,12, n=3 102,1 £ 5,6 (n=4)*** 6,5+ 0,19, n=4
Glibenclamida 58,7+ 7,7 (n=4) 6,3+ 0,07, n=4 46,1 + 3,6 (n=6) 6,2+ 0,09, n=6
CPA 38,9 + 6,6%, (N=4)*** 5.8+ 0,07, n=4** 62,1 + 4,8 (n=4) 58+ 0,22, n=4
TERPY Sham TERPY OVA
Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
Controle 110,2 + 3,2 (n=9) 5,1+ 0,06, n=9 106,1+ 1,5% (n=9) 5,0+ 0,09, n=9
TEA 48,3 £ 2,7 (n=7)*** 49+0,18,n=7 14,0 + 1,7 (n=4)*** 4,9 +0,30, n=3
4-AP 88,2 + 2,4 (n=4)*** 4,4 £ 0,12, n=4*** 109,5 £ 1,8 (n=5) 5,2+0,22, n=5
Apamina 99,3 £ 1,5%, (n=4) 50+0,11, n=4 105,6 £ 1,6 (n=6) 5,2+ 0,14, n=6
Bario 23,6 + 6,8 (n=4)*** 6,2 + 0,12, n=4*** 104,8 £ 2,8 (n=5) 5,1+0,16, n=5
Clotrimazol 98,7 = 2,4 (n=4)* 5,2+ 0,34, n=4 108,6 £ 6,2 (n=3) 4,7+ 0,89, n=3
Glibenclamida 77,51 5,1 (n=3)*** 4,7 £ 0,05, n=3** 108,2 £ 3,1 (n=7) 49+0,17, n=6
CPA 96,9 + 3,0 (n=3) 4,9+0,04,n=3 114,2 + 1.5 (n=4) 3,9 + 0,21, n= 4+

Legenda: Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
Significancia estatistica comprando as diferentes ferramentas farmacoldgicas com o controle de cada
grupo, em que *p < 0,05, *p < 0,01 e *** p < 0,001.

4.5.2 Efeito do bloqueador dos canais para K™ tipo retificador (Kr), BaCl,

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador
seletivo de canais para potassio do tipo retificadores (Kir), bario (30 uM-
incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig. 15A e 15B para o grupo

Sham e na Fig. 15C e 15D para o grupo OVA.
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Figura 15- Efeito do BaCl, sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.

04 04
o} o
L 25" +— 25'l
3 3
% 50+ % 50 *kk
3 5
) . §o) J
£ 75 & 75
N N
©* 1004 -8 Sham controle ©* 1004 ©- Sham controle
—A~ Sham+bario -A- Sham+bario
125 T T T T T 125 T T T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -8 -7 -6 -5 -4
Log SNP [M] Log TERPY [M]
0- 01
o
S 254 = 257
c
2 £
£ 501 g 907
: : g
[ J O 754
r I i
(=]
S 1004 ® OVA controle > 1004 - OVA controle
—A— OVA+bario -4 OVA+bario
125 T T T T T 125 ] ] ] T T
-8 -7 -6 -5 -4 -8 -7 -6 -5 -4
Log SNP [M] Log TERPY [M]

Legenda: Curvas concentracéo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (Controle) e na presenca de
bério (30 pM - 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 pM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

A presenca do bario levou a alteracao significativa (p<0,001 — Tab. 2)
para o efeito maximo e para a poténcia tanto do SNP (Fig. 15A) quanto do
TERPY (Fig. 15B), evidenciando que o canal Kir € importante para o

relaxamento do musculo liso traqueal do grupo Sham.

Como pode ser observado na tabela 2, no grupo Sham, 0 Emax do SNP
variou de 68,3 £ 3,1%, n=9 para 43,7 = 5,1%, n=4, uma reducédo de 36% na
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eficacia e seu pD- reduziu de 6,1 + 0,07, n=9 para 4,6 £ 0,03, n=4 (p<0,001).
Para o TERPY, 0 Emax reduziu de 110,2 + 3,2%, n=9 para 23,6 = 6,8%, n=4,
uma reducao de 79% na eficacia e o pD> aumentou de 5,1 + 0,06, n=9 para
6,2 £ 0,12, n=4 (p<0,001).

Diferentemente do observado para o grupo Sham, o efeito maximo e a
poténcia tanto do SNP (Fig. 15C) quanto do TERPY (Fig. 15D), ndo sofreram
alteracbes em presenca de béario no grupo OVA, sugerido que 0 processo
inflamatoério pode dessensibilizar o canal Kir. O Emax da curva controle do SNP
foi 49,9 + 2,7%, n=9 e na presenca de bario 57,5 + 4,8%, n=4. O pD2 no
controle foi 6,2 + 0,06, n=6 e na presenca do bario foi 6,3 + 0,05, n=4. Para o
TERPY, 0 Emax da curva controle foi 106,1 + 1,5%, n=9 e em presenca de
bario foi 104,8 = 2,8%, n=5. O pD2 no controle do TERPY apresentou valores
de 5,0 + 0,09, n=9 e para o bario 5,1 £ 0,16, n=5.

4.5.3 Efeito do bloqueador dos canais para K* dependentes de ATP
(Katp), glibenclamida

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador
seletivo de canais para potassio dependentes de ATP (Katp), glibenclamida (3
MM- incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig. 16A e 16B para o grupo

Sham e na Fig. 16C e 16D para o grupo OVA.
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Figura 16- Efeito da glibenclamida sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de
glibenclamida (3 uM - 30 min) em prepara¢des de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) em
ambos os grupos. Os pontos representam médias = EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem
e diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

O bloqueador seletivo dos canais de potassio dependentes de ATP
(Katp), glibenclamida, ndo provocou diferenga significativa no efeito maximo e
na poténcia do SNP no grupo Sham (Fig. 16A). O Emax na auséncia da
glibenclamida apresentou-se 68,3 + 3,1%, n=9 e na presenca 58,7+ 7,7%,
n=4. Seu pD2 para o controle foi 6,1 £ 0,07, n=9 e na presenca da

glibenclamida foi 6,3 £ 0,07, n=4.
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A resposta do TERPY (Fig. 16B) ap6s o bloqueio dos canais Katp
diminui significativamente tanto o efeito maximo, reducdo de 30%, quanto
para a poténcia no grupo Sham. O Emax Na auséncia da glibenclamida
apresentou valores de 110,2 = 3,2%, n=9 e na presenca 77,5 £ 5,1%, n=3
(p<0,001- Tab. 2). Para o pD>, os valores passaram de 5,1 + 0,06, n=9 para
4,7 + 0,05, n=3 (p<0,01- Tab. 2).

A glibenclamida ndo gerou alteracdes significativas no efeito maximo e
na poténcia do SNP (Fig. 16C) nem do TERPY (Fig. 16D) em traqueias de
ratos do grupo OVA (Tab. 2). O Emax da curva controle do SNP foi 49,9 £ 2,7%,
n=9 e em presenca da glibenclamida foi 46,1 + 3,6%, n=6. Para o controle, o
pD- foi 6,2 £ 0,06, n=6 e para a glibenclamida 6,2 + 0,09, n=6. Para o TERPY,
0 Emax do controle foi 106,1 £ 1,5%, n=9 e em presenca da glibenclamida 108,2
+ 3,1%, n=7. O pD2 controle do TERPY apresentou valores de 5,0 £ 0,09, n=9

e para a glibenclamida 4,9 £ 0,17, n=6.

Assim, 0s canais Katp parecem nado participar do relaxamento do
musculo liso traqueal provocado pelo SNP, seja em traqueias de ratos do
grupo Sham ou OVA. Entretanto, para o TERPY, estes canais parecem ter um
papel importante apenas para o relaxamento em traqueias de ratos do grupo
Sham, o que ndo foi observado no grupo OVA, sugerindo uma

dessensibilizacdo desses canais pelo processo inflamatario.

4.5.4 Efeito do blogueador dos canais para K™ dependente de voltagem
(Ky), 4-aminopiridina (4-AP)

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador
seletivo de canais para potassio dependentes de voltagem (Kv), 4-
aminopiridina (4-AP, 1 mM- incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig.

17A e 17B para o grupo Sham e na Fig. 17C e 17D para o grupo OVA.
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Figura 17- Efeito da 4-AP sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em traqueias
de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de 4-AP
(2 mM - 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) em ambos os grupos.
Os pontos representam médias =+ EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e diferenca
estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

A presenca de 4-AP aumentou tanto a eficacia quanto a poténcia do
SNP no grupo Sham (Fig. 17A). O Emax ha auséncia do 4-AP variou de 68,3 £
3,1%, n=9 para 96,2 + 2,1%, n=5 (p<0,001 — Tab. 2) na presenca, um aumento
de 41%. Para o pD-, os valores passaram de 6,1 + 0,07, n=9 para 6,4 + 0,07,
n=5 (p<0,05 — Tab. 2).

A 4-AP induziu reducéo significativa tanto para o efeito maximo, quanto

para a poténcia do TERPY no grupo Sham (Fig. 17B). O Emax na auséncia da
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4-AP variou de 110,2 + 3,2%, n=9 para 88,2 + 2,4%, n=4 (p<0,001- Tab. 2),
uma reducdo de 20% na eficacia. Para o pDa2, os valores passaram de 5,1 +
0,06, n=9 para 4,4 £ 0,12, n=4, (p<0,001- Tab. 2).

Esses dados indicam que os canais Ky participam do efeito do SNP e
do TERPY no grupo Sham.

De forma semelhante ao grupo Sham, na presenca de 4-AP houve
aumentou tanto da eficacia quanto da poténcia do SNP no grupo OVA (Fig.
17C). O Emax Na auséncia do 4-AP aumentou de 49,9 + 2,7%, n=6 para 99,9
+ 5,4%, n=5 (p<0,001 — Tab. 2) na presenca do inibido, produzindo um
aumento de 100%. Para o pD2, os valores passaram de 6,2 = 0,06, n=6 para
6,7 £ 0,08, n=5 (p<0,001 — Tab. 2).

A Fig. 17D mostra que a 4-AP ndo provocou alteragdes significativas
no efeito maximo nem na poténcia do TERPY em traqueias de animais do
grupo OVA. O Emax da curva controle para o TERPY foi 106,1 £ 1,5%, n=9 e
em presenca da 4-AP foi 109,5 + 1,8%, n=5. O pD2 controle do TERPY variou
de 5,0 £ 0,09, n=9 para 4-AP 5,2 £ 0,22, n=5.

Os dados com a 4-AP demonstram que os canais Ky tém participacéo
semelhante para o relaxamento do musculo liso traqueal provocado pelo SNP
tanto em traqueias do grupo Sham como no grupo OVA. Entretanto, para o
TERPY, estes canais parecem ter um papel importante apenas para o
relaxamento do grupo Sham, pois ndo foi observado diferencas nos
parametros farmacolégicos nas traqueias dos animais do grupo OVA,

sugerindo dessensibilizacdo desses canais pelo processo inflamatério.

4.5.5 Efeito do bloqueador dos canais para K* ativados por Ca?* (Kca),
clotrimazol

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador
seletivo de canais para potassio ativados por calcio (Kca), clotrimazol (5 uM-
incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig. 18A e 18B para o grupo
Sham e na Fig. 187C e 18D para o grupo OVA.
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Figura 18- Efeito do clotrimazol sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de
clotrimazol (5 pM- 30 min) em prepara¢des de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

A Unica alteracao que o clotrimazol, bloqueador seletico dos canais Kca
provocou no grupo Sham foi a reducdo da eficacia do TERPY (Fig 18B). O
Emax do TERPY decaiu de 110,2 + 3,2%, n=9 para 98,7 + 2,4%, n=4, (p<0,05
— Tab. 2) uma reducédo de 10% na eficacia. Para o pD2 do TERPY, os valores
do controle foram 5,1 + 0,06, n=9 e na presenca do clotrimazol 5,2 + 0,34,

n=4.
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Para o SNP no grupo Sham (Fig. 18A), o Emax da curva controle foi 68,3
* 3,1%, n=9 e na presenca do clotrimazol 69,9 + 3,8%, n=3. Para o controle,
o pD2 apresentou-se 6,1 + 0,07, n=9 e na presenca o bloqueador dos canais
Kca 6,2 £0,12, n=3.

Assim, no grupo Sham, o canal Kca parece ter importancia para a agao
do TERPY.

A presenca do clotrimazol alterou apenas a eficacia do SNP no grupo
OVA (Fig. 18C). O Emax do SNP aumentou de 49,9 £ 2,7%, n=9 para 102,1 +
5,6%, n=4 (p<0,001 — Tab. 2), um aumento de 105% na eficicia. Para o pD2,
os valores do controle foram 6,2 + 0,06, n=6 e para o clotrimazol 6,5 = 0,19,
n=4.

O clotrimazol ndo provocou alteracdes significativas no efeito maximo
nem na poténcia do TERPY em traqueias de animais do grupo OVA (Fig.
18D). O Emax da curva controle para o TERPY foi 106,1 + 1,5%, n=9 e em
presencga do bloqueador dos canais Kca 108,6 * 6,2%, n=3. O pD2 controle do
TERPY presentou valores de 5,0 £ 0,09, n=9 e para o clotrimazol 4,7 + 0,89,
n=3.

Parece que o bloqueio dos canais Kca em musculo liso traqueal
inflamado n&o interfere no mecanismo de relaxamento do TERPY. Entretanto,
por mecanismos nao avaliados neste estudo, o clotrimazol aumenta a eficacia
do SNP.

Os resultados com o clotrimazol demonstram que os canais Kca podem
ter diferentes participacbes para o relaxamento do musculo liso traqueal
provocado pelo SNP e pelo TERPY. Para este doador, 0s canais Kca parecem
ter um papel importante apenas para o relaxamento do grupo Sham, pois no
grupo OVA, a presenca do clotrimazol ndo levou a diferencas significativas
nos parametros de eficacia e poténcia do TERPY, sugerindo

dessensibilizacdo desses canais pelo processo inflamatério.
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4.5.6 Efeito do bloqueador dos canais para K* ativados por Ca?* de baixa
condutancia (SKca), apamina

Os percentuais de relaxamento do muasculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do bloqueador
seletivo de canais para potassio ativados por calcio de baixa condutancia
(SKca), apamina (0,5 pM- incubado por 30 min), estdo apresentados na Fig.

19A e 19B para o grupo Sham e na Fig. 19C e 19D para o grupo OVA.

Figura 19- Efeito da apamina sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentragao-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de
apamina (0,5 uM- 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) em ambos
0s grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e
diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.
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A apamina, unibidor seletivo dos canais SKca, alterou apenas a eficacia
do SNP no grupo Sham (Fig 19A). O Emax do SNP foi de 68,3 = 3,1%, n=9 e
na presenca da apamina 34,2 + 7,5%, n=4, (p<0,001 — Tab. 2), uma reducéo
de 50%. O pD3 foi 6,1 + 0,07, n=9 para o controle e 5,7 + 0,73, n=4 em
presenca de apamina.

O TERPY nao teve seus parametros farmacologicos de potencia e
eficacia modificados pela apamina no grupo Sham (Fig. 19B). O Emax da curva
controle para o TERPY foi 110,2 * 3,2%, n=9 e em presenca a apamina 99,3
+ 1,5%, n=4. O pD- controle do TERPY presentou valores de 5,1 + 0,06, n=9

e em presenca de apamina 5,0 + 0,11, n=4.

Esses resultados sugerem que o0s canais SKca em musculo liso
traqueal de ratos do grupo Sham néo interfere no mecanismo de relaxamento

do TERPY, porém, sdo importantes para o SNP.

No grupo OVA, a apamina alterou apenas a eficacia do SNP (Fig 19C).
O Emax do SNP aumentou de 49,9 = 2,7%, n=9 para 76,4 + 7,8%, n=4,
(p<0,001 — Tab. 2), um aumento de 53% na eficacia. Para o pD», os valores

do controle foram 6,2 £ 0,06, n=6 e para a apamina foram 6,3 £ 0,09, n=4.

A apamina nédo alterou significativamente no efeito maximo nem na
poténcia do TERPY no grupo OVA (Fig. 19D). O Emax da curva controle para
o TERPY foi 106,1 + 1,5%, n=9 e em presenca do bloqueador dos canais SKca
foi 105,6 + 1,6%, n=6. O pD2 controle do TERPY presentou valores de 5,0 £

0,09, n=9 e na presenca da apamina 5,2 + 0,14, n=6.

Esses achados indicam que os canais SKca em musculo liso traqueal
inflamado n&o interfere no mecanismo de relaxamento do TERPY. Entretanto,
por algum mecanismo nao avaliado neste estudo, assim como o TEA, a 4-AP

e o clotrimazol, a apamina aumenta a eficacia do SNP.

4.6 EFEITO DO INIBIDOR DA CALSIIO-ATPASE DO RETICULO
SARCOPLASMATICO, ACIDO CICLOPIAZONICO (CPA)

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos

pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor da
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bomba de Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), &cido
ciclopiazonico (CPA - 10 pM- incubado por 30 min), estdo apresentados na

Fig. 20A e 20B para o grupo Sham e na Fig. 20C e 20D para o grupo OVA.

Figura 20- Efeito do CPA sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em traqueias
de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentragdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo
OVA (C) e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na
presenca de CPA (10 pM- 30 min) em preparacdes de traqueia pré-contraidas com carbacol
(0,5 yM) em ambos os grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante
expressos em porcentagem e diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e
*** p < 0,001.
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A bomba de célcio do reticulo sarcoplamético parece participar do
relaxamento do musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham provocado
apenas pelo SNP (Fig. 20A), pois o CPA alterou a poténcia e a eficacia deste
doador de NO. O Emax do SNP reduziu de 68,3 = 3,1%, n=9 para 39,9 * 6,6%,
n=4 (p<0,001-Tab. 2) na presenca do CPA. Seu pD: reduziu de 6,1 + 0,07,
n=9 para 5,8 = 0,07, n=4 (p<0,01-Tab. 2).

A presenca do CPA néo alterou o efeito maximo nem a poténcia do
TERPY no grupo Sham (Fig. 20B). A curva controle do TERPY apresentou
Emax de 110,2 + 3,2%, n=9 e em presenca do inibidor 96,9 + 3,0%, n=3. Seu
pD- controle foi 5,1 + 0,06, n=9 e em presenca do CPA foi 4,9 + 0,04, n=3
(Tab. 2).

A presenca do CPA néo alterou o efeito maximo nem a poténcia do
SNP em animais do grupo OVA (Fig. 20C). A curva controle do SNP
apresentou Emax de 49,9 + 2,7, n=6 e em presenca do inibidor 62,2 + 4,8%,
n=4. Seu pD: controle foi 6,2 + 0,06, n=6 e em presenca do CPA 5,8 + 0,22,
n=4 (Tab. 2).

No relaxamento produzido pelo TERPY, o CPA alterou apenas sua
poténcia (Fig. 20D). O pD- reduziu de 5,0 + 0,09, n=9 para 3,9 = 0,21, n=4
(p<0,001-Tab. 2), evidenciando um deslocamento da curva para a direita. O
Emax N0 grupo OVA na auséncia de CPA foi de: 106,1 £ 1,5%, n=9 e na
presenca do inibidor foi de 114,2 + 1,5%, n=4.

De acordo com esses resultados, observa-se que a SERCA tem
diferentes participacfes no relaxamento do masculo liso traqueal do grupo
Sham e OVA para ambos os doadores de NO. Vé-se que esta bomba deixa
de ser importante para o relaxamento provocado pelo SNP no grupo OVA, e

inversamente, passa e ter efeito sobre o relaxamento provocado pelo TERPY.

4.7 EFEITO DO SNP E DO TERPY SOBRE A CONTRACAO EXERCIDA POR
KCIl 75 mM OU CARBACOL 0,5 yM EM TRAQUEIAS DO GRUPO SHAM E
OVA

4.7.1 Em presenca de KCl 75 mM
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% Contragdo em relacéo

A resposta contratil ao aumento cumulativo de CaCl> em traqueias
isoladas de ratos do grupo Sham e do grupo OVA, em presenca de KCI (75
mM), pode ser vista na Fig. 21.

Figura 21: Curva de contragdo induzida por concentracdes crescentes de Ca®* em
presenca de KCl 75 mM em solucdo de Krebs a zero Ca?* em traqueias isoladas de ratos
dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Os dados representam a resposta contratil a concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia
(controle) e na presenca (20 min) de SNP ou TERPY ambos a 100 uM em presenca de solugéo de
Krebs com KCI 75 mM para o grupo Sham (A) e para o grupo OVA (B). Os pontos representam médias
+ EPM da resposta contratil expressos em porcentagem em relagdo a maxima contragdo exercida por
75 mM de KCI.

A Fig. 21A representa a resposta contratii maxima do CaCaz nas
traqueias dos animais controles do grupo Sham em que os valores de Emax
foram 110,4 £ 11,4%, n=5. As traqueias de ratos do grupo Sham incubadas
com a EC100 do SNP apresentaram reducao significativa de 33% na contragéo
maxima (74,2 = 7,8%, n=5 - p<0,05 - Fig. 22) e as traqueias de ratos do grupo
Sham incubadas com a EC190 do TERPY (100 pM por 20 min) tiveram reducao
significativa de 42% (63,9 + 12,4%, n=4 - p<0,05 Fig. 22).

Esses resultados sugerem que o SNP e o TERPY interferem no influxo
de Ca?* através do canal de célcio operado por voltagem estimulado pela
despolarizacdo da membrana plasmatica com KCI 75 mM em traqueias

isoladas de ratos do grupo Sham.
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A curva de contragdo so CaClz controle do grupo OVA (Fig. 21B)
apresenta a resposta contratii com Emax igual a 164,2 £+ 15,7%, n=4. As
traqueias do grupo OVA incubadas com a ECio0 do SNP apresentaram
contracdo maxima de 107,4 = 7,7%, n=6, (p<0,01 — Fig. 22) uma reducédo
significativa de 35%. As traqueias do grupo OVA incubadas com a ECio0 do
TERPY apresentaram contracdo maxima de 89,6 + 13,0%, n=4 (p<0,01 — Fig.
22), uma reducao significativa de 45%.

Assim, como no grupo Sham, estes resultados sugerem que o SNP e
o TERPY interferem no influxo de Ca?* através do canal de célcio operado por
voltagem estimulado pela despolarizacdo da membrana plasmatica com KCI
75 mM em traqueias isoladas de ratos do grupo OVA.

Figura 22- Contragcdo maxima induzida por Ca?* nos grupos Sham e OVA em presenca
de KCI 75 mM em solucéo de Krebs a zero Ca?".
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Legenda: Resposta contratil maxima a concentra¢des cumulativas de CaCl, na auséncia (controle) e na
presenca (20 min) de SNP ou TERPY (ambos ECiqo - 100 uM) em solugéo de Krebs contendo KCI (75
mM). As barras verticais representam a média + EPM da resposta contratil expressas em porcentagem
em relacdo a maxima contragdo exercida por 75 mM de KCI. Diferenca estatistica: *p < 0,05, **p < 0,01
e ***n < 0,001 em relacdo aos respectivos controles.
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4.7.2 Em presenca de 0,5 pM de carbacol

A resposta contratil ao aumento cumulativo de CaCl, em traqueia de
ratos do grupo Sham e do grupo OVA, na presenca da ECso de carbacol (0,5
MM) pode ser vista na Fig. 23.

Figura 23- Curva de contragdo induzida por concentracdes crescentes de Ca®* em
presenca de carbacol 0,5 uM em solucéo de Krebs a zero Ca?* em traqueias isoladas de
ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Os dados representam a resposta contratil a concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia
(controle) e na presenca (20 min) de SNP ou TERPY ambos a 100 uM em presenca de solugéo de
Krebs com carbacol 0,5 uM para o grupo Sham (A) e para o grupo OVA (B). Os pontos representam

médias + EPM da resposta contratil expressos em porcentagem em relagéo a contracdo exercida por
75 mM de KCI.

A curva de contragdo ao CaClz controle do grupo Sham (Fig. 23A)
apresenta valores de Emax 117,9 + 6,0%, n=5. As traqueias de ratos do grupo
Sham incubadas com a EC100 do SNP apresentaram reducdo significativa de
35% na contracdo maxima (76,9 + 9,6%, n=5 - p<0,001 — Fig. 24). As tragueias
de ratos do grupo Sham incubadas com a ECi00 do TERPY apresentaram
reducao significativa de 77% (27,4 + 4,1%, n=4 - p<0,001 Fig. 24).

Esses resultados sugerem a participacéo dos canais de Ca?* operados

por voltagem e por estoque no relaxamento mediado tanto pelo SNP quanto
pelo TERPY.

A curva controle do grupo OVA (Fig. 23B) apresenta resposta contratil
com Emax igual a 123,7 £ 7,6%, n=3. As traqueias do grupo OVA incubadas

com a ECi00 do SNP apresentaram contracdo maxima de 84,1 + 7,4%, n=3,
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(p<0,001 — Fig. 24), uma reducdao significativa de 33%. As traqueias do grupo
OVA incubadas com a EC100 do TERPY apresentaram contracdo maxima de
-1,6 £ 2,1%, n=3, (p<0,001 — Fig. 24), uma reducgéo significativa de 101%.

Esses resultados sugerem a participacdo dos canais de Ca®* regulados
por estoque e por voltagem no relaxamento mediado tanto pelo SNP quanto
pelo TERPY. Entretanto, esta participagdo parece ser mais importante para o
TERPY.

Figura 24- Contragdo méaxima da curva para Ca?" no grupo Sham e OVA em presenca
de carbacol 0,5 uM em solucéo de Krebs a zero Ca?'.
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Legenda: Resposta contratil méxima a concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia (controle) e
na presenca (20 min) de SNP ou TERPY (EC1q0 - 100 uM) em solugéo de Krebs contendo KCI (75
mM). As barras verticais representam a média + EPM da resposta contratil expressos em
porcentagem em relagéo & maxima contracéo exercida por 75 mM de KCI. Diferenca estatistica: *p <
0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001 em relacdo ao controle.

4.8 EFEITO DE DIFERENTES INIBIDORES DA INFLAMACAO SOBRE O
RELAXAMENTO DO SNP E DO TERPY EM TRAQUEIAS DE RATOS DOS
GRUPOS SHAM E OVA

4.8.1 Efeito do inibidor das ciclooxigenases, diclofenaco

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do inibidor nédo
seletivo da ciclooxigenase (COX), diclofenaco de sodio (10 uM- incubado por
30 min), estdo apresentados na Fig. 25A e 25B para o grupo Sham e na Fig.
25C e 25D para o grupo OVA.
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Figura 25- Efeito do diclofenaco sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracéo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de
diclofenaco (10 uM- 30 min) em preparagfes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) em
ambos os grupos. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em
porcentagem e diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

A presenca de diclofenacoalterou apenas na poténcia do TERPY no
grupo Sham. Seu pD2 reduziu de 5,1 £ 0,06, n=9 para 4,8 + 0,04, n=5 (p<0,01-
Tab. 3), uma reducéo evidenciada pelo desvio da curva para a direita (Fig.
25B). A curva controle para o TERPY apresentou Emax de 110,2 + 3,2%, n=9

e em presenca do inibidor 102,9 £ 9,7%, n=5.
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O SNP no grupo Sham (Fig. 25A) apresentou Emax de 68,3 + 3,1%, n=9
para a curva controle e de 66,6 + 5,2%, n=4 na presenca do diclofenaco. Seu
pD. apresentou-se 6,1 + 0,07, n=9 para o controle e 5,8 £ 0,11, n=4 na
presenla do inibidor de COX empregado (Tab. 3).

O inibidor da COX alterou o efeito maximo de ambos os doadores de
NO em traqueias de animais do grupo OVA, porém ndao interferiu em suas
poténcias. Para o SNP (Fig. 25C), o Emax para o controle foi de 49,9 + 2,7%,
n=6 e em presenca do inibidor 62,2 + 4,8%, n=4 (p<0,001-Tab. 3), um
aumento de 25% do efeito maximo. Para o TERPY (Fig. 25D) houve variacédo
de 106,1+ 1,5%, n=9 para 115,2 + 4,1%, n=5 (p<0,05-Tab. 3) em presenca do
diclofenaco, um aumento de 9%. O pD> do SNP controle foi 6,2 £ 0,06, n=6 e
em presenca do diclofenaco foi 6,2 + 0,08, n=5. O TERPY apresentou pD> de
5,0 £ 0,09, n=9 para o controle e de 5,2 + 0,13, n=5 (Tab. 3).

O diclofenaco, com seu efeito anti-inflamatério por inibicdo da COX,
parece favorecer o relaxamento do musculo liso traqueal inflamado para

ambos os doares de NO.
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Tabela 3- Efeito maximo (Emax) € poténcia (pD2) do SNP e TERPY nos grupos Sham e
OVA na auséncia (controle) e presenca de diferentes ferramentas farmacoldgicas.

SNP Sham SNP OVA
Emax (%) pD> Emax (%) pD>

Controle 68,3+3,1(n=9)  6,1%0,07, n=9 49,9 + 2,7 (n=6) 6,2 + 0,06, n=6

Diclofenaco 66,6+52(n=4)  6,02%0,11, n=4 73,6+4,0 (n=5)** 6,2+ 0,08, n=5

Montelucaste 88,0+ 7,2 (n=4)* 6,4 % 0,15, n=4 85,6+ 7,1 (n=5)** 6,4+ 0,08, n=5

TIRON 57,9+ 0,7%, (n=4) 6,0+0,07, n=4 83,2 £ 5,7 (n=4)*** 6,3+0,12, n=4
TERPY Sham TERPY OVA
Emax (%) pD2 Emax (%) pD2
Controle 110,2+3,2(n=9) 5,1+ 0,06, n=9 106,1+ 1,5 (n=9) 5,0 £ 0,09, n=9
Diclofenaco 102,9 £ 9,7 (n=5) 4,8 £ 0,04, n=5** 115,2 + 4,1 (n=5)* 5,2 +0,13, n=5
Montelucaste 107,5+ 1,4 (n=4) 5,0+ 0,10, n=4 124,1 + 3,6 (n=5)** 49+ 0,14, n=5
TIRON 104,0+3,2(n=4) 4,8 £ 0,04, n=4* 118,8 + 2,2 (n=5)** 5,3 £ 0,07, n=5*

Legenda: Os dados representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
Significancia estatistica comprando as diferentes ferramentas farmacol6gicas com o controle de cada
grupo, em que *p < 0.05, *p <0.01 e ** p < 0.001.

4.8.2 Efeito do antagonista dos receptores de leucotrienos, montelucaste

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do antagonista do
receptor de leucotrieno CysLTi, montelucaste (10 pM- incubado por 30 min),
estdo apresentados na Fig. 26A e 26B para o grupo Sham e na Fig. 26C e

26D para o grupo OVA.
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Figura 26- Efeito do montelucaste sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.
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Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de
montelucaste (10 pM- 30 min) em preparagdes de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 pM) em
ambos os grupos. Os pontos representam médias = EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem
e diferenca estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

Em animais do grupo Sham, o antagonismo dos receptores de
leucotrienos alterou apenas 0 Emax do SNP (Fig.26A), levando a um aumento
de 29% do efeito. Na auséncia do montelucaste, 0 Emax foi de 68,3 + 3,1%,
n=9 e na presenca foi de 88,0 + 7,2%, n=4 (p<0,01-Tab. 3). O TERPY
(Fig.26B) apresentou Emax de 110,2 + 3,2%, n=9 na auséncia do antagonista

e na presenca 107,5 + 1,4, n=4.
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O pD2 do SNP no grupo Sham na auséncia do montelucaste foi 6,1 +
0,07, n=9 e na sua presenca foi 6,4 £ 1,5, n=4. Para o TERPY, o controle foi
5,1 + 0,06, n=9 e na presenca do Montelucaste 5,0 = 0,10, n=4 (Tab.3).

Nos animais do grupo OVA, a presenca do montelucaste aumentou a
eficacia tanto do SNP (Fig.26C) como do TERPY (Fig.26D). O Emax do SNP
variou de 49,9 + 2,7%, n=6 para 85,6 £ 7,2%, n=4 (p<0,01-Tab. 3) na presenca
do antagonista, um aumento de 71% no efeito maximo. O TERPY aumentou
de 106,1 £ 1,5%, n=9 para 124,1 £ 3,6%, n=5 (p<0,01-Tab. 3) em presenca

de montelucaste, um aumento de 17%.

N&o houve alteragcéo da poténcia das drogas no grupo OVA. O pD2 do
SNP controle foi 6,2 + 0,06, n=6 e em presenca do montelucaste 6,4 + 0,08,
n=>5. O TERPY apresentou pD> de 5,0 + 0,09, n=9 para o controle e de 4,9 +
0,13, n=5 (Tab. 3).

Diante dos resultados apresentados, a utilizacdo do montelucaste
parece ser uma alternativa importante para melhorar o relaxamento do
musculo liso traqueal inflamado juntamente com os doadores de NO por

aumentar seu efeito relaxante.

4.8.3 Efeito do sequestrador dos anions superoxidos, TIRON

Os percentuais de relaxamento do musculo liso traqueal produzidos
pelo SNP ou TERPY, na auséncia (controle) e na presenca do sequestrador
dos anions superoxidos (O2), TIRON (1 mM- incubado por 30 min), estdo
apresentados na Fig. 27A e 27B para o grupo Sham e na Fig. 27C e 27D para
0 grupo OVA.
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Figura 27- Efeito do TIRON sobre o relaxamento induzido pelo SNP e TERPY em
traqueias de ratos dos grupos Sham e OVA.

0+ 0-
o) ] o
2 25 S 251
0] )
£ . £
G g 901
3 3
[0) 4 © 4
ARE AL
\O o
© 1004 & Sham controle S 1004 -~ Sham controle
= Sham+TIRON -~ Sham+TIRON
125 T T T 1 I 125 T T T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -8 -7 -6 -5 -4
Log SNP [M] Log TERPY [M]
04 01
(@]
S 251 g 25
S L] [}
£
£ 504 n g 501
g :
T 754 ] & 754
14 *kk
< S 100
© 1004 - OVA controle A 17¢ OVAcontrole
— OVA+TIRON & OVA+TIRON
P . . . : 1251— : . . .
-8 -7 -6 5 4 -8 -7 -6 -5 -4
Log SNP [M] Log TERPY [M]

Legenda: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para o SNP no grupo Sham (A) e no grupo OVA (C)
e para o TERPY no grupo Sham (B) e no grupo OVA (D) na auséncia (controle) e na presenca de TIRON
(2 mM- 30 min) em preparag6es de traqueia pré-contraidas com carbacol (0,5 yM) em ambos os grupos.
Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem e diferenca
estatistica representada por *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001.

O sequestro do anion Oz parece exercer pouco efeito no relaxamento
provocado pelo SNP e TERPY em traqueias do grupo Sham. Houve apenas
a alteracao da poténcia do TERPY (Fig. 27B). Seu pD: reduziu de 5,1 + 0,06,
n=9 para 4,8 + 0,04, n= 4 (p<0,05-Tab. 3). A curva controle para o TERPY
apresentou Emaxde 110,2 £ 3,2%, n=9 e em presenca do TIRON 104,0 + 3,2%,

n=4.
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O SNP no grupo Sham (Fig. 27A) apresentou Emax de 68,3 + 3,1%, n=9
para a curva controle e de 57,9 + 0,7%, n=4 na presenca do TIRON. Seu pD2
apresentou-se 6,1 + 0,07, n=9 para o controle e 6,0 £ 0,07, n=4 na presencga
do sequestrador de Oz (Tab. 3).

Em animais do grupo OVA, a presenca do TIRON melhorou os efeitos
do SNP (Fig. 27C) e do TERPY (Fig. 27D). A melhor resposta foi demonstrada
no efeito do TERPY, em que foi observado aumento tanto do efeito maximo
guanto da sua poténcia. Seu Emax aumentou de 106,1 + 1,5%, n=9 em curva
controle e para 118,8 + 2,2%, n=5 (p<0,01-Tab. 3) na presen¢a do TIRON, um
aumento de 12% no efeito maximo. O pD2 aumentou de 5,0 + 0,09, n=9 no
controle para 5,3 £ 0,07, n=5 (p<0,05-Tab. 3) na presenca do TIRON.

Para o SNP no grupo OVA, a presenca do TIRON aumentou sua
eficacia, porém n&o modificou sua poténcia. Nos animais controles, 0 Emax do
SNP foi 49,9 + 2,7%, n=6 e em presenca do seguestrador de Oy foi 83,2 £
5,7%, n=4, um aumento de 67% (p<0,001-Tab. 3). O pD, na auséncia de
TIRON foi 6,2 £ 0,06, n=6 e na sua presenca foi 6,3 £ 0,12, n=4.

Os resultados com TIRON demonstram que os anions superoxido tém
importancia na resposta relaxante do SNP e do TERPY em traqueias do grupo
OVA, mas primordialmente para o TERPY em comparacdo com as traqueias

do grupo Sham.
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4.9 RELAXAMENTO BRONQUIOLAR INDUZIDO PELO TERPY

A Fig. 28 representada fotomicroscopias de um brénquiolo de animal
do grupo OVA. A Fig. 28A mostra um bronquiolo antes a adicdo de carbacol
com area de 14.456,36 um?. A Fig. 28B mostra a redugéo da luz bronguiolar
exercida pelo carbacol em 180 s, com nova area de 11.603,65 pm?. A Fig.
28C mostra o aumento da luz bronquiolar exercida pela presenca do TERPY

com area final de 13.196,14 um?.

A reducdo da luz bronquiolar média exercida pelo carbacol nos
diferentes bronquilos foi de — 17,6 £+ 4,9%, n=4. O aumento da luz bronquiolar
provocada pela ECio0 do TERPY (100 uM) em 360 s apds o inicio do
experimento, ou seja, o do TERPY atuou por 180 s foi de 28,3 = 13,2%, n=4,
p<0,01 (Fig. 28D). Esses resultados sugerem que o TERPY € capaz de
reverter a contracdo do agonista colinérgico carbacol.

Figura 28- Fotomicroscopia da luz bronquiolar de rato do grupo OVA antes da adicéo
do carbacol, em presenca deste carbacol e de TERPY.
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Legenda: As imagens monstram fotografias de cortes (aproximadamente 1 mm) de bronquiolos do
grupo OVA (A) no tempo zero, ou seja, antes da adicdo da ECso de carbacol com 14.456,36 um? de
area; (B) fotomicroscopia do mesmo bronquiolo 180 s apds a adicdo do carbacol com 11.603,65 um? de
area e (C) fotomicroscopia 360 s apdés o inicio do experimento, em que a EC190 do TERPY atuou por
180 s com area final de 13.196,14 um?2. (D) representa graficamente o percentual de redugdo da luz
bronquiolar exercida pelo carbacol e o aumento da luz exercida pelo TERPY. Diferenga estatistica
representada por **p < 0,01.
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5 DISCUSSAO

Esta discussdo estd dividida em duas partes, a primeira
intitulada mecanismos intracelulares de relaxamento e a segunda,
mecanismos inflamatérios e oxidativos. Esta divisdo tem a finalidade de tornar
a compreensdo do texto mais facil e didatica. A primeira e maior parte
concentra-se em discutir os mecanismos de a¢ao dos dois doadores de NO,
o0 SNP e o TERPY, em musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA e
compara-los aos mecanismos em musculo liso traqueal de ratos do grupo
Sham. A segunda parte desta discussdo teve o foco nas vias que podem
alterar o efeito dos doadores de NO em induzir relaxamento do musculo liso
traqueal por associarem mecanismos que reduzem a inflamacgéo e o processo

oxidativo.

5.1 MECANISMOS INTRACELULARES DE RELAXAMENTO

O NO é um importante modulador de respostas fisiologicas. Ele
esta relacionado com o controle da presséo arterial regulando o ténus, a
homeostase vascular, o fluxo sanguineo basal e a contratilidade cardiaca
(FURCHGOTT, 1999; SHAH, 1996). Uma reducdo na biodisponibilidade do
NO parece estar relacionada a fatores diabetogénicos como a hiperglicemia
(BRODSKY et al., 2001) e a formacao de produtos finais de glicacao avancada
(BUCALA, TRACEY e CERAMI, 1991), além da disfuncdo endotelial e
macroangiopatia (XIONG et al., 2005) e ao estresse oxidativo (CERIELLO et
al., 2001).

Nas vias aéreas, o NO controla o tébnus do musculo liso traqueal
levando ao relaxamento em casos de broncoconstri¢éo, controla a frequéncia
de batimentos ciliares, auxilia no transporte de eletrélitos pelo epitélio e
participa da resposta imune inata, despertando interesse terapéutico para o
tratamento de doencas inflamatorias respiratérias como a asma na busca de
compostos mais seguros (HELMS et al., 2005; HARDIMAN et al., 2004; ROSE
et al., 2002; LI et al., 2000; ZHOU e TORPHY, 1991).
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A maior fonte de NO no trato respiratorio é o epitélio (FOLKERTS
e NIJKAMP, 1998) e o mecanismo intracelular pelo qual o NO pode provocar
todos esses efeitos nas vias respiratérias pode ocorrer através de
mecanismos dependentes de GMPc (AY et al., 2006; BLATTES e WIER,
1994; ROBERTSON et al., 1993) ou independentes de GMPc, por
hiperpolarizagcdo da membrana por ativagao de canais para K* (CASTRO et
al., 2011; TOQUE et al., 2010, FURCHGOTT, 1999; BOLOTINA et al., 1994).

Sendo a asma uma doenca respiratéria caracterizada pela hiper-
reatividade bronquica e pela reducdo do fluxo aéreo, a utlizacdo de
broncodilatadores é importante para o alivio dos sintomas por relaxarem o
musculo liso das vias respiratérias (SOCIEDADE..., 2012). Portanto, este
trabalho teve a intensdo de contribuir para a discussdo a respeito do
mecanismo de agdo do TERPY, um novo doador de NO, em musculo liso
traqueal inflamado por tratamento com OVA, um modelo experimental
semelhante a asma humana e comparando-0s aos mecanismos em musculo
liso traqueal de rato de grupo Sham. Os mecanismos de relaxamento do
TERPY e SNP em traqueias de ratos saudaveis ja foram apresentados e
discitidos em trabalhos anteriores (CASTRO et al., 2011; CASTRO, 2011),
portanto, esta discusséo privilegiara os efeitos desses doadores de NO em
modelo de musculo liso traqueal de rato tratado com OVA e sua comparacao

com 0S mecanismos observados nos ratos saudaveis, chamados de Sham.

O tratamento com OVA € o modelo classico de inducdo de asma
experimental em roedores. Ela € uma proteina purificada de ovos de galinha,
usada extensivamente como alérgeno e € conhecida por causar asma
ocupacional (ZOSKY e SLY, 2007; BOENIGER et al., 2001). A sensibilizacao
com OVA, tanto no homem como em animais, leva a inflamacéao por recrutar
células como eosindfilos, mastocitos, neutréfilos e linfocitos (ZOSKY e SLY,
2007), além da hiperreatividade brénquica que ocorre através da ligacéo
antigeno-anticorpo produzindo IgE especificas e consequente liberacdo de
agentes constritores pelos mastocitos como serotonina, leucotrienos e
histamina (VOS et al., 2008; MAYR, ZUBERI e LIU, 2003; EUM et al., 1999).
Essas caracteristicas habilitam a OVA como agente imunogénico satisfatorio

para estudar processos inflamatério nas vias aéreas.
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Os resultados histolégicos da traqueia no presente trabalho
demonstraram que, em comparagdo com o grupo Sham, que a OVA
desencadeou um processo inflamatério mononuclear, aumento do nimero de
mastécitos e remodelamento do tecido traqueal. Além desses achados
histolégicos houve aumento da reatividade do muasculo liso nos experimentos
com orgdao isolado (reatividade traqueal) ao agonista colinérgico carbacol.
Tais caracteristicas demonstram que o modelo de sensibilizacdo por OVA,
chamada neste trabalho de asma experimental sdo semelhantes aquelas que
tém sido descritas em pacientes com asma humana (GINA, 2014).

O TERPY tem seus efeitos descritos como vasodilatador em aorta
de ratos saudaveis (BONAVENTRURA et al.,, 2007), aorta de ratos
hipertensos (BONAVENTURA et al., 2011; MUNHOZ et al., 2012), em artéria
mesentérica de ratos saudaveis e hipertensos (ARAUJO et al., 2013), porém,
nao relaxou artéria basilar de ratos normotensos (PAULO et al., 2012). Seu
efeito broncodilatador em traqueia de ratos saudaveis também ja foi descrito
(CASTRO et al., 2011). Entretanto, nenhuma pesquisa até entdo avaliou o

efeito do TERPY em modelo experimental de asma.

Com este proposito, 0 primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar se
o0 TERPY e o SNP seriam capazes de relaxar o masculo liso traqueal de ratos
tratados com OVA, assim como se mostraram eficazes em musculo liso
traqueal de animais saudaveis pré-contraidos com carbacol (CASTRO et al.,
2011). Os resultados demonstraram que ambos os doadores de NO causaram
relaxamento concentracdo-dependente em traqueias de ratos tratadas com
OVA, sendo que o TERPY foi mais eficaz do que o SNP, porém menos
potente, seja em animais do grupo Sham ou naqueles tratados com OVA.
Outros estudos tém demonstrado essas diferencas entre TERPY e SNP em
preparacdes de musculo liso vascular. Os estudos comparativos dos efeitos
do TERPY e SNP em artéria aorta de ratos normotensos, espontaneamente
hipertensos (SHR) e hipertensos pelo modelo 2R-1C demonstram que o
TERPY é menos potente do que o SNP, porém, os dois doadores de NO
conseguem levar ao relaxamento maximo (BONAVENTURA et al., 2007,
BONAVENTURA et al., 2011; MUNHOZ et al., 2012). Outros compostos de
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ruténio doadores de NO sdo menos potentes do que o SNP em aorta de ratos
normotensos (RODRIGUES et al., 2011).

A presente pesquisa observou que o estado inflamatério do
musculo liso traqueal em animais tratados com OVA ndo modificou os
parametros farmacoldgicos de relaxamento para o TERPY em comparacéo
com os animais do grupo Sham, pois a poténcia e a eficacia se mostraram
semelhantes aquelas observadas em traqueias de ratos do grupo Sham. O
estudo comparativo do mecanismo de acdo do TERPY em artérias
mesentéricas de animais normotensos e hipertensos 2R-1C (ARAUJO et al.,
2013) ndo demonstrou variacdes significativas de poténcia e eficacia entre os
diferentes grupos, assim como o estudo em artéria aorta de animais
normotensos e SHR (MUNHOZ et al., 2012). Entretanto, Bonaventura et al.
(2011), evidenciou que o TERPY apresentou redugéo de poténcia em artéria
aorta de ratos hipertensos 2R-1C. Em sua maioria, os resultados do TERPY
sugerem que seu efeito relaxante sobre o musculo liso ndo € modificado pela

asma ou pela hipertenséao arterial.

Os resultados do presente trabalho relacionados ao SNP,
verificaram reducédo da eficacia do relaxamento nas traqueias dos ratos do
grupo OVA em comparacdo com as do grupo Sham, evidenciando que o
processo inflamatdrio pode diminuir o efeito relaxante do SNP. Outro estudo
também demonstrou que o SNP tem seu efeito maximo reduzido em modelo
de asma experimental em camundongos (INTAPAD et al., 2012). Estudos de
vasorrelaxamento com SNP em animais 2R-1C nao apresentam modificacao
de seu efeito maximo, porém, levou a reducdo de sua poténcia em
comparacao com animais Sham (BONAVENTURA et al.,, 2011); em ratos
SHR, houve tanto reducdo da poténcia quanto da eficacia em comparacao
com o saudaveis (MUNHOZ et al., 2012). Assim, pode-se sugerir que tanto a
asma quanto a hipertenséo arterial podem levar a modificacbes negativas do
efeito no SNP.

O TERPY parece ser mais eficaz em produzir um efeito relaxante
sobre traqueias do que o SNP em modelo experimental de asma, ja que seus
efeitos ndo sdo reduzidos pelo processo inflamat6rio, como ocorre com o
SNP.
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Para identificagdo dos mecanismos pelos quais os TERPY e o SNP
sdo capazes de relaxar o muasculo liso traqueal, diversas ferramentas

farmacolégicas foram utilizadas no presente trabalho.

A ativacdo da GCs em musculo liso traqueal induz a geracao de
GMPc com consequente fosforilagdo da proteina quinase G (PKG) e mudanca
na atividade das proteinas efetoras como as fosfodiesterases, aos canais
ibnicos e as bombas de ions, tendo como consequéncia a broncodilatacdo
(FRANCIS et al., 2010; ELLIS, 1997). Em modelo murino de asma alérgica,
tantos os niveis de GCs quanto seu RNAm foram reduzidos nos pulmdes de
camundongos tratados com o inibidor seletivo da GCs (ODQ) e apresentaram
aumento da reatividade das vias aéreas a metacolina em comparacdo com 0s
camundosngos Sham (PAPAPETROPOULOQOS et al., 2006). Estes resultados
sugerem que a GCs pode estar inibida em pacientes com asma, levando a
hiperreatividade brénquica caracteristica. Observa-se ainda que em pacientes
com asma, a broncodilatacéo fica redizida, mesmo na presenca de grandes
guantidades de NO nas vias aéreas que poderiam ativar a GCs e causar o
relaxamento do musculo liso (DUPONT et al., 2014). Diante desses achados,
0 presente trabalho verificou a participacdo da via da NO/GCs/GMPc e a
influéncia das PDEs no relaxamento do TERPY e do SNP em traqueias de

ratos do grupo OVA.

Os resultados do SNP em presenca de ODQ, um inibidor da GCs,
sugerem o envolvimento do GMPc no relaxamento das traqueias de ratos do
grupo Sham porque a presenca deste inibidor reduziu sua poténcia e sua
eficacia. As traqueias de ratos do grupo OVA o ODQ levou apenas a reducao
da poténcia do SNP. Comparando esses dados, pode-se sugerir que houve
reducdo da participacdo do GMPc no relaxamento do musculo liso de
traqueias inflamadas. Estes dados corroboram com os achados de
Papapetropoulos et al (2006), que demonstraram uma reducéo de 50 a 80 %
da expressdao de RNAm para a GCs na asma. Estimulos inflamatérios
presentes na asma, como lipopolissacarideos, IL-1 ou misturas de citocinas
levam a reducdo nos niveis de RNAm para GCs (TAKATA et al., 2001;
BOUSQUET et al.,, 2000; PAPAPETROPOULOS et al., 1996), o que pode

estar diretamente ligado a reducgéo dos niveis de GCs e consequente reducéo
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do GMPc e seus efeitos. Uma reducao da expressao de GCs pode levar a
uma incapacidade de NO em agir como um broncodilatador eficaz em vias
aéreas de ratos do grupo OVA. Podendo esta ser a possivel explicacdo para
os achados do SNP em presenca do ODQ em traqueias de ratos deste grupo.

A inibicdo da GCs nao alterou os parametros farmacoldgicos
avaliados do TERPY em musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham,
porém, levou a reducéo da poténcia do musculo liso traqueal de ratos do grupo
OVA. O relaxamento provocado pelo NO também pode ocorrer por
mecanismos independentes de GMPc (BOLOTINA et al., 1994) e esta parece
ser a principal via pela qual o TERPY leva ao relaxamento em traqueias
saudaveis (CASTRO etal., 2011), assim como outros compostos doadores de
NO derivados de ruténio, que também demonstram pouca dependéncia de
GMPc (PEREIRA et al., 2013). O processo inflamatorio caracteristico da asma
leva a uma maior producéao e liberacdo de NO ja que ha maior expresséo da
INOS no epitélio e nas células inflamatérias (PARLAK et al.,, 2012;
KHARITONOV e BARNES, 2001; SALEH et al., 1998; KHARITONOV et al.,
1994). Assim, supfe-se que o aumento da biodisponibilidade do NO na asma
associado ao TERPY, que apresenta libaracdo de NO espontameamente (de
LIMA et al., 2006), pode ser grande o suficiente para ativar a GCs e levar ao
aumento do GMPc e consequentemente, favorecendo o efeito relaxante do
TERPY. Portanto, no grupo OVA, parece haver participacdo da via
NO/GCs/GMPc no mecanismo de relaxamento do TERPY, ausente no grupo
Sham.

Os resultados com o inibidor ndo seletivo das PDEs, IBMX,
fortalecem a suposicdo de que a via NO/GCs/GMPc patrticipa do relaxamento
induzido pelo SNP tanto em traqueia de ratos do grupo Sham quanto naquelas
do grupo OVA. Com a reducao da degradacao dos nucleotideos ciclicos como
0 GMPc promovida pelo IBMX, inibidos nédo seletivo de PDE) esperava-se um
aumento da eficacia do SNP, o que foi observado em ambos 0s grupos,
entretanto, como maior magnitude no grupo OVA.

As curvas de relaxamento do TERPY mostraram-se deslocadas

para a esquerda em presenca do IBMX, evidenciando um aumento de sua
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poténcia quando houve inibicdo da degradagdo dos nucleotideos ciclicos,
tanto para o grupo Sham quanto para o grupo OVA.

Varios estudos demostraram que as isoformas PDE 3, PDE 4 e
PDE 5 estédo presentes no musculo liso respiratério (RABE, MAGNUSSEN e
DENT, 1995; BARNES, 1995) e que a inibicdo destas pode levar ao
relaxamento do masculo liso traqueal de ratos e cobaias e brénquios humanos
(LIU et al., 2008; MATSUDA et al., 2000; CORTIJO, VILLAGRASA e PONS,
1999; TANAKA et al.,, 1991). A utilizacdo dos inibidores de PDE para o
tratamento de doencas inflamatérias das vias respiratérias € bastante
difundida. Sua utilizagdo na pratica clinica ocorre ha mais de 80 anos devido
ao seu efeito profilatico nas crises de asma e em um breve futuro, a utilizacao
em baixas doses de inibidores de PDEs para reverter a resisténcia a
corticoides na asma severa e na doenca pulmonar obstrutiva crénica pode ser
uma alternativa terapéutica (BARNES, 2013; BRUNTON, CHABNER,
KNOLLMANN, 2012; BANNER e PAGE, 1995; FALLIERS e KATSAMPES,
1976).

A inibicdo da PDE3 como broncodilatador e broncoprotetor em
ratos e humanos idosos asmaticos foi demonstrada, assim como suposicdes
de que a amrinona, um inibidor seletivo de PDE 3, poderia ser benéfica para
o tratamento de pacientes com asma (MATSUDA et al., 2000; FUJIMURA et
al., 1997). A PDE4 é a principal PDE presente em leucdcitos e sua inibicao
tem sido associada a efeitos anti-inflamatérios, assim como a reducdo da
hiperreatividade bronquica, podendo ser utilizado como antiasmatico
(KOBAYASHI et al., 2012; DASTIDAR et al., 2009; HOWELL, SICKELS,
WOEPPEL, 1993). Farmacos inibidores da PDE 5 sdo conhecidos por serem
potentes vaso e broncodilatadores e sdo habitualmente utilizados na pratica
clinica para o tratamento da disfuncédo erétil e hipertensdo pulmonar por
potencializarem os efeitos do NO (PARK et al., 2014; IACOVIDOU et al.,
2012).

Como os resultados deste trabalho evidenciaram a participacao da
via NO/GCs/GMPc no relaxamento dos doadores de NO, seja em musculo
liso traqueal de ratos do grupo Sham ou tratado com OVA e dados da literatura
mostram que os efeito benéficos da inibicdo das PDE na asma ocorrem, em

grande parte pela maior disponibilidade dos nucleotideos ciclicos como AMPc
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e GMPc (ELLIS e CONANAN, 1995), decidiu-se investigar a participagéo
dessas trés isoformas de PDE no relaxamento do SNP e do TERPY tanto em
musculo liso de traqueias de ratos do grupo Sham quanto no grupo tratado
com OVA.

Em traqueias de ratos do grupo Sham, observou-se que o SNP teve
seu efeito relaxante aumentado quando ocorreu a inibicao seletiva das PDEs
4 e 5. Ja nas traqueias de ratos do grupo OVA, além destas, verificou-se
também a participacdo da PDE3, corroborando com os dados da literatura
apresentados e sugerindo que a principal via de relaxamento do SNP se da
através da formacgéo do segundo mensageiro GMPc. Portanto, a inibicdo das
PDEs 3, 4 ou 5 melhoram a acédo relaxante do SNP em musculo liso de
traqueias de ratos tratados com OVA.

Quanto ao TERPY, em animais Sham, apenas a inibicdo da PDE 4
demonstrou melhora da poténcia da droga. Entretanto, nas traqueias
inflamadas néo foi verificada melhora do efeito relaxante do TERPY quando
houve a inibicdo seletiva das PDEs. Pode-se supor que o aumento do efeito
relaxante do TERPY nao acorre apenas pela inibicdo de uma Unica isoforma
de PDE, mas de um conjunto delas. Neste caso, para haver potencializacéo
do efeito relaxante do TERPY tanto em musculo liso traqueal de ratos do
grupo Sham como nos tratados com OVA, necessita-se de um inibidor de PDE
nao seletivo. Ou ainda, pode-se inferir que outras isoformas de PDE diferentes
da 3, 4 e 5 possam ser importantes para o efeito relaxante do TERPY nas vias
aereas.

Os canais para K* tém uma importante participa¢ao no relaxamento
do musculo liso traqueal. A abertura destes canais leva a hiperpolarizacdo da
célula muscular lisa com consequente fechamento dos canais de Ca?*
dependentes de voltagem. Isto leva a reducéo da concentracao intracelular de
célcio resultando no relaxamento das fibras musculares (JONES et al., 1990;
ALLEN et al., 1986) inclusive de vias aéreas normais ou inflamadas (GAO et
al., 2013).

Neste trabalho, a participacdo dos canais para K* foi estuda a partir
do seu bloqueio ndo seletivo provocado pelo Tetraetiiaménio (TEA) e dos

blogueadores seletivos para os diferentes canais.
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O efeito relaxante do TERPY na presenca do TEA foi reduzido tanto
nas traqueias de ratos do grupo Sham como naquelas do grupo OVA,
evidenciando a participacdo dos canais para K* no mecanismo de
relaxamento deste doador de NO. Em ambos os grupos, o TEA reduziu a
eficacia do TERPY, sugerindo que o processo inflamatério provocado pelo
modelo experimental de asma ndo modifica a participacdo dos canais para K*
no relaxamento deste doador de NO. Este € um importante achado a respeito
do mecanismo do TERPY em traqueias de ratos do grupo OVA, pois quando
foi testado em um estudo comparativo em aorta de ratos normotensos e
hipertenso 2R-1C, verificou-se que a hipertenséo levou a falha na ativacéo
destes canais. Assim, 0s canais para K* que participavam do mecanismo de
relaxamento para ratos hormotensos passaram a néo participa do mecanismo
de acdo do TERPY em artérias de ratos hipertensos (BONAVENTURA et al.,
2011).

Dados da literatura apontam que o NO pode relaxar o musculo liso
através da ativacdo dos canais para K* e esta ativacdo pode ocorrer por
mecanismos dependentes (WU et al.,, 2004; NAKAHARA et al., 2000) ou
independentes de GMPc (BOLOTINA et al., 1994). Para o TERPY, observa-
se que em musculos lisos vasculares de ratos normotensos ou hipertensos, a
ativacao dos canais para K* ocorre através das acdes de nucleotideos ciclicos
como 0 GMPc (ARAUJO et al., 2013; MUNHOZ et al., 2012; BONAVENTURA
et al., 2011; BONAVENTURA et al., 2007). Em traqueias de ratos do grupo
OVA, os resultados deste trabalho sugerem que a via NO/GCs/GMPc pode
estar participando do relaxamento provocado pelo TERPY. Entretanto, em
musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham, a hiperpolarizacdo ocorre por
mecanismos independentes de GMPc (CASTRO, et al., 2011).

A participagcdo dos canais para K* no relaxamento do SNP
apresentou-se diferente do esperado, pois o bloqueio destes canais pelo TEA
levou ao aumento da sua eficacia para os dois grupos estudados. Dados da
literatura demonstraram que o TEA, além de bloquear canais para K*, pode
levar a direta ativacdo das juncbes Gap em diferentes tecidos incluindo
traqueias (CASTRO et al., 2011; WATTS et al., 1994; KANNAN e DANIEL,
1978). Para Kannan e Daniel (1978), o TEA em tragueia de caes pode
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aumentar o espaco juncional entre as membranas das células musculares
lisas, elevando o tamanho das juncdes Gap. Como consequéncia, ligaria
diretamente a regido citoplasmatica de duas células vizinhas permitindo a
passagem de metabdlitos, ions, segundos mensageiros, Ca?*, entre outras
moléculas < 1kDa (LAMPE e LAU, 2004; KUMAR e GILULA, 1996), resultando
em aumento de multiplas respostas celulares. Outros estudos sugerem que o
proprio NO € capaz de aumentar a permeabilidade dessas juncdes em tecido
cardiaco de ratos através da cascata GCs/GMPc/PKG através da ativacao da
fosforilagéo das proteinas que formam as juncdes, as conexinas (GONCZI et
al., 2009; PATEL et al., 2006). Diante dessas evidéncias e do estudo do SNP
em traqueias de ratos saudaveis (CASTRO et al., 2011), sugerimos que 0s
mecanismos descritos anteriormente podem estar ocorrendo também em
musculo liso traqueal de rato do grupo OVA, facilitando a passagem do NO
e/ou dos segundos mensageiros por ele gerados para as camadas de células
mais profundas, promovendo a abertura das juncdes Gap. Essa resposta
ocorreu apenas para o SNP, pois a via GCs/IGMPc/PKG parece ser ativada
principalmente por este doador de NO.

Um dos principais mecanismos de relaxamento do masculo liso se
da através da abertura/ativacdo dos canais para K*. E conhecido que a
ativacdo dos canais para K" leva ao efluxo de ion K* e consequente
hiperpolarizacdo da membrana do musculo liso, culminando no fechamento
dos canais de calcio operados por voltagem. Esse mecanismo de ativacao
dos canais de K* € induzido pelo NO e pode ocorrer dependente (COELHO et
al., 2008; KANN e JOHNSON, 1993) ou independente da acdo dos
nucleotideos ciclicos, como o GMPc (BOLOTINA et al., 1994).

A participacdo dos diferentes tipos de canais para K* como Kir
(retificador), Katep (dependentes de ATP intracelular), Ky (dependentes de
voltagem), Kca (canais ativados por Ca?*) e SKca (canais ativados por Ca?* de
baixa condutancia) foi avaliada e comparada em animais dos grupos Sham e
OVA.

O relaxamento pelo SNP em traqueias de animais Sham mostrou-
se ligado aos canais de K* do tipo Kir, Ky € SKca. Os canais Kir S&o expressos
no musculo liso e permitem o influxo e efluxo de K* a medida que ha

modificacdo do potencial de membrana, indicando que o canal Ki tem
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importante participacdo no equilibrio entre os fons Ca?" e K* em células
epiteliais do sistema respiratorio (NELSON e QUAYLE, 1995; MCCANN et al.,
1990). Os canais Ky pertencem a superfamilia dos canais ibnicos dependentes
de voltagem e regulam o potencial de membrana em resposta a
despolarizacdo do muasculo liso. O tratamento com 4-AP, o inibidor seletivo
deste canal, melhorou o perfil de relaxamento do SNP e a possivel explicacao
para esse achado estd em dados da literatura que sugerem o aumento da
abertura das jungbes Gap, assim como ocorre com o TEA, levando ao
aumento do espaco juncional entre membranas de células musculares lisas
(CASTRO et al., 2011; KANNAN e DANIEL, 1978). Os SKca respondem a
alteracbes da concentracdo de calcio intracelular regulando o potencial de
membrana e possuem propriedades dependentes do complexo Ca?*-
calmodulina (STANDEN e QUAYLE, 1998; NELSON e QUAYLE, 1995).

O relaxamento pelo SNP em animais do grupo OVA apresentou
algumas diferengas quando comparado ao relaxamento das traqueias dos
animais Sham. Observou-se que o0s canais Kgr parecem ter sido
dessensibilizados pela inflamacdo e que o clotrimazol parecem ter sua
participacdo semelhante a do TEA e do 4-AP por terem melhorado o perfil de
relaxamento do SNP. A participacdo dos canais de Ky e SKca foram
semelhantes entre os grupos Sham e OVA, aumentando o relaxamento
induzido pelo SNP.

Os resultados do presente trabalho para o SNP reafirmam os
estudos de Gao et al (2003), que demonstraram que 0s canais Ky e SKca
podem ser responsaveis pelo relaxamento do SNP em células de muasculo liso
traqueal de ratos do grupo OVA. Dados da literatura demonstraram a
participacdo dos canais Ky e Kca na hiperresponsividade brénquica na asma,
assim como a sua utilizacdo como alvo terapéutico para asma em ratos,
ovelhas e humanos (GIRODET et al.,, 2013; VAN DER VELDEN, SUM,
BARKER, 2013; BRADDING e WULFF, 2009; PELAIA et al., 2002).

Diante dos resultados com ODQ, TEA, IBMX e com dos
inibidores/bloqueadores seletivos de PDEs e de canais de K*' para o
relaxamento do SNP em musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA, sugere-

se a participacdo do GMPc como segundo mensageiro intracelular do SNP e
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gue este e/ou a PKG possam ser os ativadores dos canais para K* levando
ao relaxamento traqueal por hiperpolarizagao celular.

O relaxamento do TERPY em traqueias de ratos do grupo OVA
apresentou importantes diferencas quando comparado ao relaxamento das
traqueias dos ratos do grupo Sham em presenca dos bloqueadores seletivos
de canais de K*. Verificou-se que o relaxamento do musculo liso de traqueias
de de ratos do grupo Sham dependia dos canais Kir, Kv e Katp € estes dados
corroboram com dados da literatura que indicam a participacao destes canais
no relaxamento do musculo liso traqueal (CASTRO, 2011; LIN et al., 2006;
BONAVENTURA et al., 2006). J& no relaxamento do TERPY em masculo liso
traqueal de ratos do grupo OVA nao foi identificada nenhuma participacao dos
canais para K* quando testados isoladamente. Sugerindo que, ou 0 processo
inflamatdrio pode ter alterado o mecanismo de acdo do TERPY de forma que
0s canais para K* passaram a nao participar dos eventos intracelulares que
levam ao relaxamento, ou que o bloqueio de apenas um tipo de canal ndo seja
suficiente para interferir na resposta relaxante total, ou ainda, as duas
situacOes podem ter ocorrido.

O reticulo sarcoplasmatico é considerado um dos principais
estoques intracelulares de Ca?*. A concentracdo de calcio intracelular ([Ca?*])
€ responsavel por determinar o tdonus do musculo liso traqueal (JANSSEN et
al., 2001) e diversos estudos demonstraram que o armazenamento de Ca?*
pela Ca?"-ATPase reticular (SERCA - que pode ser inibida pelo &cido
ciclopiazénico-CPA) esta envolvida no relaxamento do musculo liso pelo NO
(BAZAN-PERKINS, SANCHEZ-GUERRERO, CAMPOS, 2009; SIMS, JIAO,
ZHENG, 1996). Os resultados do presente estudo, demonstraram
participacéo variada da SERCA no relaxamento do TERPY e do SNP.

Para o SNP, observou-se que a inibicdo da SERCA pelo CPA
modificou os parametros farmacoldgicos de poténcia e eficacia em muasculo
liso de traqueia de ratos do grupo Sham, demonstrando que o efeito relaxante
do SNP pode ocorrer devido a reducdo da [Ca?*]i mediada pela SERCA.
Entretanto, em traqueia de ratos do grupo OVA a presenca do CPA néo
modificou o relaxamento do SNP, sugerindo que o estado inflamatério pode
ter dessensibilizado a Ca?*-ATPase reticular ou que a quantidade de GMPc e

PKG formados ndo sejam suficientes para ativa-la. Resultados semelhantes
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a estes foram encontrados em artérias isoladas por Bonaventura et al. (2007;
2011), em que a bomba de Ca?* mostrou-se importante para o relaxamento
do SNP em ratos normotensos, porém, em ratos hipertensos (2R-1C), o
relaxamento induzido pelo SNP né&o foi alterado pela presengca do CPA,
sugerindo que a ativacdo da SERCA nao contribui para o mecanismo de
relaxamento induzido pelo SNP em aortas de ratos 2R-1C.

Dados da literatura demonstram a participagdo da SERCA no
relaxamento do SNP tanto em artérias quanto em traqueias isoladas, e
evidenciam que a ativacdo da bomba de Ca?* reticular ocorre através da
proteina quinase G (PKG), que por sua vez, € ativada pelo GMPc,
evidenciando mais uma vez a participacdo da via da GCs/GMPc/PKG no
relaxamento do SNP (BONAVENTURA et al., 2011; CASTRO et al., 2011;
PEREIRA et al., 2011, LUNARDI et al., 2006). Entretanto, os resultados desse
trabalho sugerem uma reducdo dessa via em traqueias de ratos do grupo
OVA, podendo-se supor que a nado participacdo da SERCA no relaxamento
deste grupo possa decorrer da producdo insuficiente de PKG e,
consequentemente, nédo ativacdo da Ca?*-ATPase reticular, resultando na
diminuicdo do efeito relaxante do SNP.

Diferentemente do observado para o SNP, o TERPY ndo teve sua
poténcia ou eficacia modificado pelo CPA em traqueias de animais Sham,
porém apresentou reducao de sua poténcia em traqueias de animais do grupo
OVA. Os resultados do TERPY em musculo liso de traqueia de ratos do grupo
Sham sugerem que o efeito desse composto ndo é dependente da Ca?*-
ATPase reticular e esses dados corroboram com estudos que indicam que o
armazenamento de Ca?* por essa bomba parece ndo estar envolvido na
reducdo da [Ca?*]i em musculo liso das vias aéreas (ROUX e MARHL, 2004),
inclusive para o mecanismo de acdo do préprio TERPY em outros tipos de
musculo liso como o vascular de ratos normotensos e hipertensos (MUNHOZ
et al., 2012; BONAVENTURA et al., 2011; BONAVENTURA et al., 2007).

Entretanto, os resultados deste trabalho para o TERPY sugerem
gue em musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA a via GCs/GMPc/PKG
pode estar participando do seu efeito relaxante, pois a ativacdo da GCs pode

levar a aumentos subsequentes de GMPc e PKG. Portanto, a PKG poderia
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atuar sobre a SERCA e reduzir a [Ca?*]; favorecendo o relaxamento do TERPY
em musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA.

A acdo relaxante do NO sobre o musculo liso traqueal pode ocorrer
por diversas vias que inibem o influxo de Ca?* pela membrana plasmatica e
esses mecanismos podem ocorrem dependentes de GMPc (AY et al., 2006;
BLATTER e WIER, 1994; ROBERTSON et al., 1993), por hiperpolarizagéao da
membrana através de mecanismos independentes de GMPc como ativagcao
de canais de K* (TOQUE et al., 2010; BOLOTINA et al., 1994) e pela inibicao
direta dos canais de célcio (GE et al., 2013; CATALLI, ZHANG e JANSSEN,
2002).

Para tentar elucidar a participacdo dos diferentes canais de célcio
no relaxamento do SNP e do TERPY, realizou-se as curvas de contracdo para
0 calcio incubadas com SNP ou TERPY em presenca de solugéo de KCI 75
mM com o objetivo de verificar a participacédo do influxo de célcio por canais
de calcio operados por voltagem ou também denominado de canal do tipo L
(VOCC, do inglés voltage operated calcium channels) ou em presenca do
agonista colinérgico carbacol para verificar a participacdo dos canais VOCC e
dos canais de calcio operados por estoque (SOCC, do inglés store operated
calcium channels), pois o0 estoque intracelular de calcio mediado pelo reticulo
sarcoplasmatico foi depletado com estimulagfes sucessivas de carbacol em
solucdo de Krebs sem calcio (FLORES-SOTO et al., 2013; SOMLYO e
SOMLYO, 1994).

A concentracdo de KClI 75 mM na regido extracelular leva a
inativacdo dos canais para K* e acumulo de ions K* no interior da célula
muscular, levando a despolarizacdo da membrana e consequente abertura
dos VOCC (NELSON e QUAYLE, 1995). O aumento da [Ca?']i tem como
resultado a contracdo da fibra muscular independentemente da ativacdo de
receptores de membrana.

Os resultados da curva de contrag¢do para célcio incubadas com
SNP ou TERPY demonstraram reduc¢éo significativa da contracdo das fibras
musculares tanto para as traqueias de ratos tratadas com OVA como para as
do grupo Sham, indicando que ambos os doadores de NO podem levar ao
bloqueio dos canais VOCC independentes do estado inflamatério do masculo

liso traqueal, j& que concentra¢gbes elevadas de K* no liquido extracelular
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levam a abertura desse tipo de canal de Ca?'. Dados da literatura tém
mostrado que o relaxamento do musculo liso traqueal de cées, porcos e
cobaias podem ocorrer através da inibicdo direta dos canais de célcio
operados por voltagem, independentemente da ativacado dos canais para K*
(GE et al., 2013; CATALLI, ZHANG, JANSSEN, 2002). Baseados nesses
achados e nos resultados do presente trabalho sugere-se que o SNP e o
TERPY podem levar ao relaxamento o muasculo liso traqueal possivelmente
por alterar a mobilizacdo ou sensibilidade ao Ca?* extracelular através da
inibicéo do influxo de calcio pelos VOCC.

A participacao dos SOCC e do VOCC foi estudada através da acao
agonista do carbacol ao receptor muscarinico M3z na membrana do muasculo
liso traqueal. Esta acéo leva a ativacéo da fosfolipase C (PLC) através da
proteina G acoplada ao receptor. A PLC catalisa a formacao dos segundos
mensageiros IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) e DAG (diacilclicerol). O IP3 interage
com o receptor de IP3z da membrana do reticulo sarcoplasmatico e estimula a
liberacédo dos estoques de calcio, levando ao aumento da [Ca?']; (FLORES-
SOTO et al., 2013). A diminuicdo da concentracdo de Ca?" no reticulo
sarcoplasmatico ativa os SOCC da membrana sarcoplasmatica permitindo o
influxo de Ca?* e Na* (despolarizacdo da célula muscular) e levando a
contracdo muscular sustentada. Além disso, o0 DAG ativa PKG e esta fosforila
canais de calcio da membrana como os VOCC. Assim, a despolarizacao
mediada pelo DAG leva a abertura do VOCCs permitindo o aumento da [Ca?*];
e consequente contracdo muscular em resposta ao agonista do carbacol
(FLORES-SOTO et al., 2013). Entretanto, nos experimentos de contracéo
para o calcio, estes mecanismos estavam inibidos, pois a solucdo de Krebs
utilizada ndo apresentava célcio em sua composicdo. A medida que as
concentracfes sucessivas de calcio iam sendo adicionadas, esta via de
contracdo passou a ser ativada. Assim, a incubacdo com SNP ou TERPY em
presenca do agonista colinérgico carbacol permitiu avaliar participacdo dos
SOCC e dos VOCC.

Os resultados das curvas de contracdo de calcio mediada pelo
carbacol indicaram uma intensa reducdo da contracdo do muasculo liso
traqueal de ratos dos dois grupos testados, tanto do SNP quanto do TERPY.

Isso indica que ambos os doadores de NO podem estar blogueando os canais
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de célcio ativados por agonista colinérgico como o0 SOCC e 0 VOCC. Os niveis
de contracdo do musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham e do grupo
tratados com OVA foram semelhantes para o SNP (Fig. 23), demonstrando
gue a participacdo deste canal € semelhante em ambos 0s grupos
experimentais. Entretanto, o TERPY apresentou diferengca entre 0s grupos.
Observou-se que em traqueias de ratos do grupo OVA, mesmo em presenca
de carbacol, os sucessivos aumentos de calcio ndo provocaram contragdo do
musculo liso quando as traqueias foram incubadas com este doador. Isto
sugere que os canais SOCC e VOCC tém maior importancia no mecanismo
de acdo do TERPY em musculo liso inflamado. Este pode ser mais um
mecanismo de acdo do TERPY.

As vias aéreas de ratos sofrem contracao na presenca de agonistas
colinérgicos e esse efeito pode variar de acordo com a local, sendo os
bronquiolos mais responsivos do que as vias aéreas proximais (KOTT et al.,
2002). Nossos resultados com bronquiolos (Fig. 28) demonstraram que o
carbacol reduziu a luz bronquiolar e que o TERPY foi capaz de reverter
parcialmente essa contracdo. Este protocolo experimental foi realizado
apenas no grupo OVA e em resposta ao TERPY devido a extrema dificuldade
de realizacdo do mesmo.

Avaliando todas as ferramentas farmacologicas utilizadas neste
trabalho para elucidar o mecanismo de acdo do TERPY em traqueias de ratos
do grupo OVA, pode-se sugerir que seu efeito relaxante ocorre através da
ativacao da via NO/GCs/GMP, ativacao de canais para K* e reducéao do influxo
de calcio por bloqueio dos VOCC e SOCC (Fig. 29). Assim, o mecanismo do
TERPY em musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA apresenta-se
diferente do mecanismo em musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham.
Em traqueias de ratos do grupo Sham, o TERPY leva ao relaxamento por
ativacao dos canais de K* independentes de GMPc e por reducao do influxo
de célcio por bloqueio dos canais SOCC e VOCC (Fig. 30).
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Figura 29: Mecanismo de acdo do TERPY em traqueias de ratos do grupo OVA.
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Figura 30: Mecanismo de acdo do TERPY em traqueias de ratos do grupo Sham.
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As ferramentas farmacoldgicas utilizadas para avaliar o mecanismo
de acdo do SNP em musculo liso de tragueias de ratos do grupo OVA sugerem
gue o relaxamento ocorre através da ativacdo da via NO/GCs/GMPc, ativacao
dos canais Ky, Kca € SKca e por reducéo do influxo de célcio por bloqueio dos
canais SOCC e VOCC (Fig. 31). Entretanto, a ativacdo da enzima GCs parece
estar reduzida em musculo liso inflamado, assim como o papel da SERCA,
podendo ser esta a razdo que explica o menor efeito relaxante do SNP em
traqueias de ratos do grupo Sham quando comparada a tragueias de ratos do
grupo OVA (Fig. 32).
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Figura 31: Mecanismo de acdo do SNP em traqueias do grupo OVA.
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Figura 32: Mecanismo de acdo do SNP em traqueias do grupo Sham.
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Por fim, os mecanismos de relaxamento do TERPY e do SNP em
musculo liso traqueal de ratos do grupo OVA séo parecidos, pois ambos sao
capazes de ativar a via NO/GCs/GMPc e bloguear os canais SOCC e VOCC.
A maior diferenca entre os dois mecanismos esta no fato dos canais para K*
participarem de forma seletiva da acdo do SNP. Entretanto, a acdo especifica

destes canais ndo é suficiente para fazer o SNP relaxar o musculo liso

inflamado com igual eficacia que o TERPY apresenta. Por isso, o TERPY se
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mostra mais eficaz do que o doador de NO padrdo, o SNP, em relaxar o

musculo liso traqueal de ratos inflamados.

5.2 MECANISMOS INFLAMATORIOS E OXIDATIVOS

A asma € uma doenca respiratdria inflamatéria e a presenca de
prostanoides derivados do &cido araquidonico via ciclooxigenase (COX)
levam a contracdo do musculo liso, migracdo de eosindéfilos e edema. Esses
efeitos sdo tdo importantes que umas das principais formas de tratamento da
asma na atualidade é a utlizacdo de anti-inflamatérios esteroidais
(BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN, 2012; GOLAN, 2009). A participacéo
dessas substancias em traqueias de ratos de ratos do grupo OVA poderia
alterar os mecanismos de relaxamento dos dois doadores de NO, ja que
estudos tém mostrado que prostaglandinas podem modular o tbnus das vias
aéreas (de SOUSA et al.,, 2010; SCHAAFSMA et al.,, 2007; BALZARY e
COCKS, 2006).

Os resultados com o diclofenaco de sodio, um inibidor n&o seletivo
da COX, mostraram que em traqueias de ratos do grupo Sham, ndo houve
modificacdo da eficacia tanto para o relaxamento do SNP quanto do TERPY,
0 que era esperado e verificado em estudos anteriores (CASTRO et al., 2011;
TOQUE et al., 2010; MARQUES, SANTO NETO e MEIRELLES, 1998).
Assim, esses dados indicam que os derivados do acido araquidonico
metabolizados via COX né&o interferem no relaxamento do musculo liso
traqueal de ratos do grupo Sham induzido por ambos os doadores de NO.

A sensibilizacao e o desafio com OVA em animais é capaz de ativar
resposta inflamatéria com liberacdo de prostandides broncoconstritores como
Tromboxana Az, Prostaglandina D2, E2 e F2q nas vias respiratorias de
roedores. Assim, a presenca de um inibidor da COX como o diclofenaco
possibilita a reducdo da broncoconstricdo causada por esses mediadores
inflamatérios (SELG et al.,, 2008). Corroborando com estes dados, os
resultados do presente trabalho evidenciaram que o tratamento das traqueias
de ratos do grupo OVA com o diclofenaco melhorou o perfil de relaxamento

tanto do SNP quanto do TERPY, indicando que a inibicdo da COX reduziu a
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formacdo de prostandides pro-inflamatorios, favorecendo o relaxamento
traqueal.

Além das prostaglandinas, os leucotrienos estimulam a migracéo
de eosindfilos e o extravasamento vascular. A via de producdo desses
compostos ocorre através das lipoxigenases, gerando os cisteinil leucotrienos,
principalmente o Ds. Estes leucotrienos se ligam aos seus receptores no
musculo liso traqueal, o chamado CysLTi, e desencadeiam a contracao
muscular lisa. Por isso, este tem sido um dos alvos terapéuticos para o
tratamento da asma, os chamados antileucotrienos ou antagonistas dos
receptores de leucotrienos CysLT: (BRUNTON, CHABNER, KNOLLMANN,
2012; GOLAN, 2009; BORGES, 2001).

Para investigar a participacdo da via dos leucotrienos, foi avaliado
o efeito relaxante do SNP e do TERPY na presenca do montelucaste, um
antagonista CysLTi, tanto em traqueias de ratos do grupo OVA como
naquelas do grupo Sham. A presenca do montelucaste modificou a eficacia
do TERPY apenas em traqueias de ratos do grupo OVA, aumentando-a. Para
0 SNP, a presenca do antagonista de CysLT: melhorou a o efeito relaxante
maximo em ambos 0s grupos. O montelucaste néo inibe a formacdo de NO
em pulmdes de ratos desafiados com lipopolissacarideos (metodologia
semelhante ao desafio com OVA) e seu mecanismo leva ao relaxamento
brénquico e a reducao dos efeitos inflamatérios similarmente a asma humana
(HAMACHER et al., 2007).

Os resultados com o diclofenaco e com o montelucaste
demonstram que os prostanodides e os leucotrienos caracteristicos da asma
podem modular negativamente o relaxamento do SNP e do TERPY. Assim,
sugere-se que a associacdo de doadores de NO com anti-inflamatdrios ou

antileucotrienos pode ser benéfica para a reversédo da broncoconstricao.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) séo
produzidas no organismo habitualmente e tem alto poder destrutivo, porém,
sdo neutralizadas por agentes antioxidantes. O estresse oxidativo € o
desbalanco entre agentes oxidantes e antioxidantes, e se encontra elevado
nas doencas respiratdrias como a asma. Sdo grandes os danos causados

pelos radicais livres na asma, exacerbando o processo inflamatério através da
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ativacao das células inflamatorias (leucécitos, macréfagos e mastdcitos) que
liberam mediadores que provocam broncoespasmo e edema (CALHOUN et
al., 1992; KANAZAWA et al., 1991; DOELMAN e BAST, 1990).

Os niveis de NO encontram-se aumentados na asma, pois 0
processo inflamatério leva a ativagcdo da iINOS (HAMID et al.,1993)
consequente formagéo de RNS como NO™ e NO* (RICCIARDOLO et al., 2004)
e esses radicais modulando tanto a funcdo pulmonar como a patogenia de
algumas doencas pulmonares (BARNES e BELVISI, 1993). Além disso, o NO
tem sido detectado no ar exalado e servido para o diagnostico de algumas
formas de asma e de outras doencas respiratdrias (RICCIARDOLO,
SORBELLO e CIPRANDI, 2015; ROBERT et al., 2008; ALVING, WEITZBERG
e LUNDBERG, 1993). Também por causa do processo inflamatorio, ha um
aumento consideravel das ROS, especialmente ions superédxido (O2).
Portanto, estes dois compostos altamente reativos se oxidam formando nitrito
(NO2) e outros radicais livres capazes de causar dano celular (ZUO,
KOOZECHIAN e CHEN, 2014; COMHAIR e ERZURUM 2002).

Diante desses achados, o presente estudo avaliou 0 mecanismo de
relaxamento do musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham e do grupo
tratado com OVA para ambos os doadores de NO na presenca do
sequestrador de ions superoxido, o TIRON. Como esperado, foi observado
melhora no perfil de relaxamento para os dois doadores de NO em traqueias
de ratos do grupo OVA, sugerindo que agentes antioxidantes podem melhorar

o relaxamento do musculo liso inflamado.

Esses resultados corroboram aos achados de Bonaventura et al.
(2009), que verificaram que o TIRON potencializou o relaxamento do TERPY
em aortas com epitélio intacto de ratos normotensos e dos dados de
Rodrigues et al. (2008), que verificaram que a presenca de um antioxidante
(vitamina C) potencializou o relaxamento do TERPY em anéis de aortas de
ratos 2R-1C. Ainda, estudos recentes evidenciaram que o efeito relaxante em
musculo liso de traqueia tratada com OVA de algumas plantas é decorrente
também de seu efeito antioxidante (BEZERRA et al., 2013).
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O estresse oxidativo tem um papel importante na agressao das
células do trato respiratorio e é chave para manter e propagar 0 processo
inflamatodrio. Assim, a utilizacdo de agentes antioxidantes associados a
broncodilatadores como o TERPY e o SNP podem melhorar seu efeito e

proporcionar melhor reverséo da broncoconstrigéo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que
h& diferencas nas respostas relaxantes em traquéias de ratos do grupo Sham
e do grupo OVA em presenca do TERPY ou do farmaco padrédo, SNP.

e Tanto o SNP quanto o TERPY induziram relaxamento de forma
concentracdo-dependente tanto em musculo liso traqueal de ratos do grupo
Sham quanto no grupo tratado com OVA.

e O TERPY apresentou maior resposta relaxante do que o SNP
tanto em musculo liso traqueal de ratos do grupo Sham quanto no grupo
tratado com OVA, mostrando que o novo doador tem maior eficacia em
produzir relaxamento em traqueia de rato que o SNP.

e O mecanismo de acao provavel do TERPY em traqueias de ratos
do grupo Sham € a ativacdo dos canais de K* do tipo Ky, Kir , Kca € Katp,
independentes da via NO/GCs/GMPc.

e Em de traqueias de ratos do grupo OVA, além da ativacao dos
canais de K*, ha participacdo da via NO/GCs/GMPc no relaxamento do
TERPY.

e O mecanismo de acao provavel do SNP em traqueias de ratos
do grupo Sham ocorre através da via NO/GCs/GMPc e ativacdo dos canais
Kv, Kir € SKca.

e O mecanismo de acao provavel do SNP em traqueias de ratos
do grupo OVA ocorre através da via NO/GCs/GMPc e ativacao dos canais Ky,
KCa e SKCa.

e Em traqueia de ratos do grupo Sham, a inibicdo das PDE 4 e 5
melhoram o efeito do SNP e nas traqueias de ratos do grupo OVA, também

h& a participacédo da PDE 3.
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e Em traqueia de ratos do grupo Sham, a inibicdo da PDE 4
melhora o efeito do TERPY.

e Em traqueia de ratos do grupo OVA, a inibicdo da seletiva das
PDE 3, 4 e 5 nao interfere no efeito do TERPY.

e O SNP e o TERPY reduzem o influxo de célcio tanto em traqueia
de rato do grupo Sham quanto em traqueia de ratos do grupo OVA por
bloquearem os canais SOCC e VOCC.

e Os subprodutos do &cido araquidénico, os leucotrienos e anion
superoxido parecem nao influenciar o relaxamento estimulado pelo SNP ou

pelo TERPY em traqueias de ratos do grupo Sham.

e Em traqueias de ratos do grupo OVA a utilizacédo de inibidores
da COX, antileucotrienos e sequestrante de superoxido melhoram o efeito de
ambos os doadores de NO.

e O TERPY é capaz de reverter a contracdo exercida pelo

carbacol em bronquiolo de ratos do grupo OVA.

Em suma, os dois doadores de NO, SNP e TERPY tém seus
mecanismos de relaxamento modificados pelo processo inflamatorio.
Entretanto, esta modificacdo ndo foi capaz de alterar os parametros
farmacoldgicos de poténcia e eficacia do TERPY. J4 o SNP, tem menor efeito
relaxante em traqueias do grupo Sham e isso pode decorrer da menor

participacédo da enzima GCs e da bomba de calcio reticular.
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Abstract

This study evaluated and compared the relaxation mechanisms of two nitric
oxide-donors, ruthenium compound [Ru(terpy)(bdg)NO*** (TERPY) and
sodium nitroprusside (SNP), in the isolated tracheas of healthy rats (Sham
group) and in an experimental model of asthma induced by ovalbumin (OVA
group). The isolated trachea was sectioned into rings and contracted with
carbachol in an organ chamber to perform relaxation studies. The relaxation
effect of TERPY and SNP were evaluated at concentrations increasing from
10 nM to 100 uM. The contribution of the K* channels, the importance of the
sGC/cGMP pathway, the inhibition of PDEs and the influence of extra and
intracellular Caz+sources were analyzed. Analyses were performed under light
microscopy for evidence of inflammatory infiltrate and bronchodilation brought
about by TERPY in bronchiole slices of asthmatic animals. The results verified
that sensitization with OVA leads to an intense inflammatory process. TERPY
and SNP provoked relaxation of the tracheal smooth muscle in a
dependentconcentration way in both groups. However, the maximum effect
induced by TERPY was higher than that of SNP in both the Sham and OVA
groups. There were differences between the two groups in term of the TERPY
relaxation mechanism. In the Sham group, TERPY relaxation was induced by
the activation of K* channels and reduction of the calcium influx, while in the
OVA group, these same effects were also provoked by TERPY, but with
participation of the sGC/cGMP pathway. In both groups, SNP relaxation
occurred through the activation of K* channels, the sGC/cGMP pathway and
reduction of the calcium influx. However, the activation of the sGC pathway
seems to be reduced in the OVA group, as is the role of the sarcoplasmic
reticulum calcium pump. Furthermore, TERPY is capable of reversing the
contraction of carbachol in asthmatic bronchioles. In conclusion, both TERPY
and SNP relaxation mechanisms were modified by inflammatory process. SNP
presented less relaxation than TERPY, which induced full relaxation. SNP-
induced relaxation seemed to be more dependent on the sGC/cGMP pathway,
mainly in the Sham group, while TERPY-induced relaxation involves greater

participation of K* and Ca?* fluxes through the plasma membrane.
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1. Introduction

Asthma, a chronic inflammatory disease associated with hipersensitivity in
the airways, leads to wheezing, dyspnoea and coughing, particularly at night
or in the early morning. Its prevalence varies between 1 and 16% of the world
population and its clinical treatment is based on the use of bronchodilators and
antiinflammatory drugs (Chung et al., 2014).

Nitric oxide (NO), a major modulator of airways, leads to bronchodilation,
controls the frequency of ciliary beating, helps in the transportation of
electrolytes through the epithelium and participates in the innate immune
response, all of which make it an effective alternative for the treatment of
inflammatory respiratory diseases such as asthma (Li et al., 2000; Rose et al.,
2002).

NO is very unstable in physiological conditions and can react almost
instantly to molecules with unpaired electrons (Mcintyre et al., 1999). An
alternative here is the use of NO donor molecules, such as sodium
nitroprusside (SNP). However, there are serious limitations to the use of this
drug because of the liberation of cyanide as a product of biotransformation.
Moreover, the administration of SNP can lead to a quick and severe drop in
blood pressure and reflex tachycardia (Yakazu et al., 2001). Along with its side
effects, it only exerts a mild effect in relaxing airway smooth muscle (Castro et
al., 2011; Toque et al., 2010; Vaali et al., 2000).

An alternative to SNP could be ruthenium compounds, which have shown
biological activities similar to those of NO, such as vascular and tracheal
smooth muscle relaxation, reduced blood pressure, inhibition of platelet
aggregation and an increase in cGMP levels (Bonaventura et al., 2007; Castro
et al., 2011; de Gaitani et al., 2009; Lunardi et al., 2007).

A compound derived from ruthenium [Ru(terpy)(bdg)NO*J**, (TERPY),
[terpy = terpyridine and bdq = 1.2-benzoquinone-diimine (Fig. 1) (de Lima et
al., 2006)], is a promising NO-donor compound whose action has been

decribed as vasodilatatory in both the resistance and condutance arteries of
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normotensive and hypertensive rats (Bonaventrura et al., 2011; Aradjo et al.,
2013; Munhoz et al., 2012), and as bronchodilatory in healthy rats (Castro et
al., 2011). Significantly, it does not affect the vasculature of the central nervous
system, which would make it free from central side effects, such as headaches,
common to other NO-donors (Paulo et al., 2012). However, no research has
evaluated the effects of TERPY in inducing relaxation in the airways of
asthmatic rats. With that in mind, this study set out to test and characterize the
action mechanisms of TERPY in the tracheas of rats with experimentally-
induced asthma and compare them to the relaxation induced by the classic
NO-donor SNP.

Fig. 1. Struture of [Ru(terpy)(bdg)NO*]?*.

2. Materials and methods

2.1. Animal

Male Wistar rats (180—-220g) from the Central Animal House, at the Federal
University of Goias, were used for the experiments. The animals were housed
in a temperature- and light-controlled room (22+2°C; 12h light/dark cycle) in
our laboratory with free access to water and rodent chow and acclimatized for

a period of at least one week before starting the experiment. They were
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handled in accordance with internationally accepted standard guidelines for
the use of animals. All procedures were approved by the Animal Research
Ethics Committee at the Federal University of Goids, Goiania, Brazil, under
protocol number 029/2013.

Asthma was induced in the rats following the Kanikadan et al. (2008) model
with some modifications. In brief, they were sensitized with an intraperitoneal
injection of 100 pg of chicken ovalbumin (OVA) mixed with 10 mg of aluminum
hydroxide as adjuvant, 1 mL in total (Day 0). After seven days, the animals
were subcutaneously injected with 100 ug of OVA dissolved in saline (0.5 mL).
On Day 14 the rats were subjected to a single exposure of aerosolized OVA
1% dissolved saline for 30 min using a nebulizer device (0.15-0.25 mL/min,
Inalar Compact NS, Sao Paulo, Brazil) coupled to a plastic inhalation chamber
(30 cm x 20 cm x 13 cm). This group was called OVA. Nonsensitized rats were
submitted to intraperitoneal and subcutaneous injection with sterile saline. This
group was called Sham. On Day 15 of the experiments both groups were
anaesthetized and sacrificed by aortic exsanguinations. The trachea was

removed, dissected, cleaned and cut into 3-4 mm rings.

2.2. Tracheal Reactivity Studies

The tracheal rings were placed between two stainless steel stirrups and
connected to an isometric force transducer. The responses were recorded
using a computerized system and WinDaq Resource (DATAQ Instruments,
Akron, OH, USA, data acquisition unit) to measure tension in the preparations.
They were kept in a chamber containing Krebs solution with the following
composition (mM): 130 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH2POg4, 1.2 MgSOa4, 14.9 NaHCOs3,
5.5 glucose, and 1.6 CaCl,. The solution was maintained at pH 7.4, and
gassed with 95% O2 and 5% CO> at 37 + 1°C. The rings were initially stretched
to a basal tension of 1.0 g over 60 min for stabilization. During this period,
tissues were washed every 15 min. After equilibration, the tracheal rings were
exposed to cholinergic agonist carbachol (0.5 pM, ECso previously
determinated in our laboratory) to obtain 50% of the maximum contractility.
Each ring was sequentially washed, re-equilibrated and then left to relax.

Again, the preparations were pre-contracted with carbachol (ECsp) and
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cumulative concentration—response curves for SNP or TERPY (both 10 nM to
100 uM) added to the organ bath in the absence or presence (30 min) of a
pharmacology tool: TEA — tetraethylammonium, non-selective K* channel
blocker (5 mM), ODQ - 1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3a]quinoxalin-1, guanylyl
cyclase inhibitor (1 uM), IBMX - 3-isobutil-1-metilxantine, non-selective
phosphosdiesterase inhibitor (10 uM) and CPA - cyclopiazonic acid, selective
inhibitor of sarcoplasmic reticulum Ca?-ATPase (SERCA) (10 uM) to
investigate the mechanism(s) responsible for SNP- or TERPY-induced
relaxation in the tracheal rings of the Sham and OVA groups of rats.

2.3. Participation of SNP and TERPY in the extracellular Ca?* influx

To further analyze the relative contribution of SNP or TERPY to inhibiting
Ca?" influx in the tracheal smooth muscle, the role of extracellular Ca?*
mobilization stimulated by a contractile agonist was investigated by CaCl»-
induced contraction in the presence of carbachol. Tracheal rings from Sham
and OVA rats were first contracted with a concentrated solution of KCI (75 mM)
to produce maximal contraction (100% contraction). Then, the bath chamber
was rinsed with a Ca?*-free solution and the rings contracted with carbachol
(ECso, 0.5 uM) to deplete the intracellular Ca?* stores until no contractile
response remained (approximately 60 min). After that, the cumulative
concentration—response curves for CaClz (0.0 — 1.6 mM) were obtained in a
Ca?*-free solution containing carbachol (0.5 uM), in the absence (control) or
after a 20 min incubation period with SNP or TERPY (100 uM).

2.4. Histological Studies

The tracheal rings of Sham and OVA rats were fixed in 10% buffered
formaldehyde. 10 mm wide slices were then stained using the standard
method with haematoxylin and eosin, Masson’s trichrome and Toluidine blue
for transmitted-light microscopy (Axio Scope.Al with AxioCam MRc, Carl Zeiss
— 200 and 400X) to identify the absence or presence of an inflammatory
process, smooth muscle and mast cells, respectively. In the Toluidine blue

slices, mast cells density (um?) was calculated across the trachea using an
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integration grid (Carl Zeiss 4740680000000-Net micrometer 12.5) with 40x

objective.

2.5. Relaxation Bronchi by TERPY

This model was based on studies by Kott et al. (2002), with some
modifications. In brief, after sacrificing the asthmatic rats, a lung was removed,
kept in a Krebs solution, dissected and cut into 1-2 mm slices with the aid of a
scalpel. In the light microscopy (Axio Scope.Al with AxioCam MRc, Carl Zeiss
— 50 X), the bronchioles were identified and their area measured (0 s). The
carbachol (0.5 uM) was added and the contraction was measured at 180s.
Immediately after that, the TERPY (100 uM — EC100) was added and relaxation

was measured again at 360s.

2.6. Chemicals

The TERPY complex was synthesized and described by de Lima et al.
(2006), in Laboratory of Analytical Chemistry by Dr. Roberto Santana da Silva.
The drugs which included OVA, SNP, carbachol, ODQ, TEA, used in this study
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other
chemicals used in the study were commercially available and of reagent grade.
OVA was dissolved in 0.9% sterile saline. ODQ and CPA were dissolved in

DMSO while the other drugs were dissolved in distilled water.

2.7. Statistical analysis

The data in the graphics are presented as means + SEM and “n” indicates
the number of rats studied in each set of experiments. The values for reactivity
and responses to TERPY or SNP are expressed as percentages of the
preceding contraction. The concentration of the compound producing a half-
maximal response (ECsp) was determined after logarithmic transformation of
the normalized concentration—response curves and reported as the negative
logarithm (-log ECso = pD2 values) of the mean of individual values for each
tissue, using GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA). The maximum relaxant effect (Emax) was considered as the
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maximal amplitude response reached in concentration—effect curves for
relaxant agents. The statistical analysis was performed using the GraphPad
Prism version 5.0 (GraphPad Software Corporation San Diego, CA).
Comparisons were made between groups using one-way ANOVA (post-test:
Newman-Keuls) and Student’s t test, and values of p<0.05 were considered

statistically significant.

3. Results

3.1. Experimental asthma model

The histological slices in Fig. 2 show cylindrical pseudostratified ciliated
epithelium, fibrous connective tissue and smooth muscle attached to hyaline
cartilage. Figs. 2A-D present the Sham group trachea and Figs. 2E-H
represent the OVA group trachea. Figs. 2E and 2F show intense mononuclear
inflammatory infiltrate, and subepithelial permeated by small vessels when
compared to Figs. 2A and 2B. Masson’s trichrome showed smooth muscle
stains in red in both groups (Figs. 2C and 2G) characterized by long cells and
flattened nuclei. Figs. 2D and 2H show mast cells dyed in purple. The Sham
group showed 14.7 mast/mm? and the OVA group 101.0 mast/mm?
(p<0.05).These findings confirm that sensibilization with ovalbumin can
generate an inflammatory process in the rat’s airways similar to that of human
asthma (Kucharewicz, et al., 2008; Mosmann and Coffman, 1989). The
animals submitted to sensibilization and the challenge with saline, without
OVA, did not present the inflammatory process in the airways, and were
therefore healthy. Moreover, the contraction evoked by carbachol (0.5 uM) in
the tracheal rings of the OVA group (2.3 + 0.3g, n=15) showed an increase of
about 44% (p<0.01) when compared to the Sham group (1.6 + 0.17g, n=18)
(data not shown). These results confirm that sensibilization with OVA produces
tracheal hyperreactivity to colinergic stimulus similar to that of human asthma
(Chung et al., 2014).
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Fig. 2. Photomicroscopy are transverse histological sections of nonsensitized rat trachea — Sham group - (A-D) and sensitized with OVA — OVA group - (E-H).
Hematoxylin- and eosin-staining showed intense mononuclear inflammatory infiltrate subepithelial permeated by blood vessels of small arms in (E) and (F) when
compared to (A) and (B). Masson Trichrome-staining showing smooth muscle colored in red (C) and (G). Toluidine blue-staining showing mast cells colored in

purple with increased density in sensitized trachea in OVA (H) as compared to Sham (D).
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3.2. Relaxant activity of SNP and TERPY in rat tracheal smooth muscle

TERPY and SNP provoked relaxing effects in the tracheas of Sham and
OVA rats. Both NO-donors (10 nM to 100 uM) cumulatively added to the bath
solution during the sustained contraction induced by carbachol (ECsp, 0.5 pM)
caused concentration-dependent relaxation (Fig. 3).

TERPY was more effective than SNP in both groups. TERPY produced no
significant difference of Emax between the Sham group (110.2 + 3.2%, n=9) and
the OVA group (106.1 = 1.5%, n=9). The maximum effect of SNP on the Sham
group was 68.3 + 3.1% (n=9) and on the OVA group 49.9 + 2.7% (n=6), which
shows about 27% impairment (p<0.001) in the relaxation of OVA rats (Fig. 3).
These data show that SNP was less efficient in inducing tracheal smooth
muscle relaxation in the OVA group than in the Sham group. However, TERPY
showed the same efficacy in both groups.

The pD2 of SNP in the Sham group was 6.1 + 0.07 (n=9) and in the OVA
group 6.2 £ 0.06 (n=6). For TERPY, the pD>was 5.1 + 0.06, (n=9) for the Sham
group and 5.1 £ 0.09, (n=9) for the OVA group. Therefore, the inflammatory
states in the tracheas did not alter the potency of SNP or TERPY (Fig. 3).
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Fig. 3. SNP- and TERPY-induced relaxation in isolated tracheas of Sham and OVA rats.
Tracheas were pre-contracted with carbachol and both NO-donors were cumulatively added.
(A) Relaxant concentration—response curves of SNP and TERPY. Data are the mean + SEM

in preparations obtained from different animals. Statistics *** p< 0.001.
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3.3. Participation of sGC and K* channels in tracheal relaxation

The presence of the sGC inhibitor (ODQ) altered the maximum effect and
potency of the SNP in the Sham group (Fig. 4A). The Emax and pD2 values of
the SNP were significantly reduced (49% and 15%, respectively. p<0.001)
after ODQ treatment in the Sham group. In the OVA group, the ODQ treatment
only affected the potency of SNP (Fig. 3A, Table 1). The relaxation stimulated
by TERPY was not affected by the ODQ treatment in the Sham group. In the
OVA group, only the potency of TERPY was affected, undergoing a reduction
from 5.0 £ 0.09 to 4.4 £ 0.08 after sGC inhibition (Fig. 3B, Table 1, p<0.001).

The K* channel blocker (TEA) increased the Emax of SNP in the Sham and
OVA groups to about 19% and 63% (p<0.05 and p<0.001), respectively (Fig.
4C and Table 1). The inhibition provoked by TEA reduced the Emax of TERPY
to about 56% and 87% in the Sham and OVA groups, respectively (Fig. 4D
and Table 1). TEA did not alter the pD2 of either NO-donor.

3.4. Effects of the PDE and SERCA inhibitors on the relaxation induced by
TERPY and SNP

The non-selective PDE inhibitor (IBMX) increased the Emax of SNP in the
Sham and OVA groups to about 24% and 104%, respectively (Fig. 5A, Table
1). The IBMX also increased the pD: values of the SNP from 6.2 £ 0.26 to 6.5
+ 0.05 in the OVA group. For TERPY, IBMX did not affect Emax. However, the
pD2> was significantly increased after IBMX treatment in both the Sham
(p<0.01) and OVA groups (p<0.001) (Fig. 5B, Table 1).

The SERCA inhibitor (CPA) altered the Emax and pD2 of SNP in the Sham
group. The Emax of SNP was reduced by about 43%, while the pD, was reduced
from 6.1 + 0.07 to 5.8 = 0.07 (p<0.01) (Fig. 5C, Table 1). CPA did not alter
either the Emax or pD2 of SNP in the OVA group. On the other hand, CPA
reduced the pD, of TERPY from 5.0 £ 0.09 to 3.9 + 0.21 in the OVA group and
did not have any significant effect on either the Emax or pD2 in the Sham group
(Fig. 5D, Table 1).
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Fig. 4. Relaxant concentration—response curves for SNP (A) and TERPY (B) in Sham and
OVA rat tracheas in absence or presence (30 min) of ODQ (1 uM). SNP-induced (C) and
TERPY-induced (D) relaxation were constructed in absence or presence (30 min) of TEA (5
mM) prior to the addition of carbachol (0.5 mM). Each point represents means + SEM and
expresses the percentage relaxation induced by SNP and TERPY. Statistics * p <0.05, ** p
<0.01 and *** p <0.001.
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Fig. 5. Relaxant concentration—response curves for SNP (A) and TERPY (B) in Sham and
OVA rat tracheas in absence or presence (30 min) of IBMX (10 uM). SNP-induced (C) and
TERPY-induced (D) relaxation were constructed in absence or presence (30 min) of CPA (10
MUM) prior to the addition of carbachol (0.5 mM). Each point represents means + SEM and
expresses the percentage relaxation induced by SNP and TERPY. Statistics * p <0.05, ** p
<0.01 and *** p <0.001.

3.5. Effect of TERPY and SNP on extracellular Ca%*-induced contractions

Cumulative additions of CaCl: in the bath solution produced concentration-
dependent tracheal smooth muscle contractions in the presence of carbachol
(Fig. 6).

In the Sham group, the Ca?* influx led to contractions of 118.0 + 6.0% (n=5)
in control preparations. The treatment with SNP (100 uM for 20 min) caused a
reduction of approximately 35% in the maximum contraction (77.0 + 9.6%, n=5,
p<0.001) while treatment with TERPY (100 pM for 20 min) significantly
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reduced the contraction by approximately 77% compared with the control (27.0
+ 4.1%, n=4, p<0.001).

In the OVA group, the Ca?* influx led to a contraction of 123.7 + 76% (n=5)
in control preparations. The treatment with SNP (100 yM for 20 min) caused a
reduction of approximately 32% in the maximum contraction (84.1 £ 7.4, n=5,
p<0.001) while treatment with TERPY (100 puM for 20 min) completely
eliminated the contraction stimulated by Ca?" influx (-1.6 * 2.1%, n=4,
p<0.001).

These results suggest that for the two NO-donors blocking the Ca?* influx is
an effective mechanism for promoting relaxation of the tracheal smooth
muscle, in both the Sham and OVA groups. Moreover, TERPY seems to be
more effective than SNP in inhibiting this Ca?* influx in asthmatic rats.
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Fig. 6. Contraction-response curves for extracellular Ca?* (CaClz) in Sham (A) and OVA (B)
groups in presence of 0.5 uyM carbachol in Ca?*-free Krebs solution in the absence (Control)
or presence (20 min) of SNP or TERPY (both 100 uM). Each point represents the mean +
SEM and expresses as maximal change from the contraction exerted by 75 mM KCI, which
was taken as 100%. Statistics *** p <0.001.
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3.6. Bronchiolar relaxation induced by TERPY

Fig. 7A shows the bronchoalveolar slice of the asthmatic animal with an
initial area of 14,456.36 pm? before adding carbachol. Fig. 7B shows the
contraction 180s after stimulation by carbachol (0.5 pM) with an area of
11,603.65 pm? while Fig. 7C represents the relaxation induced by TERPY (100
puM) 360s after the carbachol-induced contraction (final area of 13,196.14
um?). The average contraction induced by carbachol in the bronchoalveolar
slices was 17.6 £ 4.9% and the relaxation provoked by TERPY was 28.3 +
13.2% (n=4, p<0.01) (Fig. 7D).
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Fig.7. Photomicroscopy are transverse slices of asthmatic bronchioles. The images show cuts
(approximately 1 mm) before (A) the addition of carbachol with an area of 14456.36 ym?; 180s
after addition of carbachol (B) with an area of 11603.65 ym? and TERPY relaxation (C) 180s
after addition of carbachol with an area of 13196.14 ym?. (D) represents the percentage
contraction exerted by carbachol (180s) and TERPY-induced relaxation (360s) in asthmatic

bronchiole slices (n=4). Statistics **p<0.01.
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Table 1: Enax (% relaxation) and pD; (potency) for SNP and TERPY in Sham
and OVA rat tracheas in absence (control) or presence of different
pharmacological tools.

SMP Sham SNP OVA

Evvaee pDa Emas POz
Control 68.3 + 3.1%, n=8 6.1+007, n=08 49.9 + 2 T, n=6 6.2 + 0.06, n=6
oDo 35027 T, n=7"" 522022 n=T""" 42814.THh. n=4 5.9+ 0.04, n=4*
TEA B1.6+52%,n=8" 6.3 £0.09, n=9 B81.5 £ 7.9%, n=5" 6.2 + 0.26, n=5
BN B4.9 + 3.0%, n=4* 63 20.04, n=4 1019+ 4.1%, n=4*** 6.5+ 0.05, n=4*
CPA 38.9 £ 6.6%, n=4""" 58 £0.07, n=4** 62.1 + 4.8%, n=4 581022 n=4

TERPY Sham TERPY OWVA

B PO Emu pD:
Control 1102 + 3.2%, =9 5.1+ 0.08, n=0 106.12 1.5%, n=9 5.0+ 0.08, n=0
oDo 88.7 £ 1.3%, n=5 52010, n=5 109.0 + B.2%, n=4 4.4 + 008, n=4 ==
TEA 483+ 2T%, n=7"" 482018, n=7 14.0 £ 1.7%, n=4" 4.9+ 030, n=4
BN B6.8 + 1.5%, n=5 55+0.19, n=5* 111.2 £+ 2.1%, n=4 6.0+ 0.13, n=4**
CPA BE6.9 + 3.0%, n=4 48004, n=4 114.2 + 1.5%, n=4 389+021, n=4""

Values are mean + SEM. Significant difference when compared to control of each group (* p
=0.05, ** p <0.01 and ™* p <0.001).

4. Discussion

Nitric oxide is a major factor in the regulation of different physiological and
pathological processes including airway smooth muscle relaxation. For many
years NO-donors have been recognized as inducing bronchial relaxation in
animals and humans (Elmedal et al., 2005; Janssen et al., 2000). The
intracellular mechanism through which NO provokes relaxation in the airways
occurs dependently or independently of the cGMP (Ay et al., 2006) or through
membrane hyperpolarization K* (Castro et al., 2011; Toque et al., 2010). This
study contributes to the discussion on the effects of NO on the airway smooth
muscle and on the use of a promising new NO-donor compound (TERPY) in
the isolated airways of asthmatic and healthy rats.

Treatment with OVA is the classic model for inducing experimental asthma
in rodents. It is a purified egg protein extensively used as an allergen and is

known to cause occupational asthma. OVA-sensitization leads to inflammation
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and recruits cells, such as eosinophils, mast cells, lymphocytes and
neutrophils, and is hyper-responsive to constrictor agonists (Eum et al., 1999;
Kucharewicz et al., 2008). The histological findings on the trachea in this
present study showed that OVA triggered an inflammatory process associated
to intense cell migration in the tracheal tissue, when compared to the control.
Such findings were shown by the increased reactivity of the smooth muscle
(tracheal reactivity) to the muscarinic agonist carbachol, similar to that
described in human patients with asthma (Chung et al., 2014; Kucharewicz et
al., 2008).

Both NO-donors studied caused concentration-dependent relaxation in both
the asthmatic and healthy rat tracheas. The TERPY was more effective than
SNP and presented similar relaxation levels in both groups of animals, leading
to full relaxation. Thus, we can state that the asthma condition did not alter the
pharmacological parameters of relaxation induced by TERPY. Our results with
SNP corroborate previous studies in which this drug only induced a half-
relaxation in airways (Castro et al., 2011; Toque et al., 2010; Vaali et al., 2000).
On the other hand, the asthma condition inhibited further relaxation, which
indicated that the inflammatory process could reduce the relaxing effect of
SNP. Our experiments have shown that the new NO-donor TERPY induces
100% relaxation in rat trachea, irrespective of the presence of asthma, which
could be a major advantage in relation to the other NO-related drugs.

The NO activation of sGC induces the generation of cGMP, which activates
protein kinase G (PKG) and leads to bronchodilations (Toque et al., 2010).
However, in asthmatic patients, this bronchodilation is impaired even when
large amounts of NO are used (Dupont et al., 2014). In our study, the inhibition
of sGC by ODQ in healthy trachea caused a significant reduction in SNP-
induced relaxation. On the other hand, in asthmatic trachea the ODQ
presented only a mild alteration in potency. This result suggests that asthma
reduced the participation of the sGC/cGMP pathway in the SNP-induced
relaxation. These data corroborate earlier findings, which have demonstrated
that the sGC/cGMP pathway is impaired in asthma patients (Bousquet et al.,
2000; Papapetropoulos, 2006). Interestingly, the inhibition of sGC did not alter
the pharmacological parameters of the TERPY in healthy tracheal smooth

muscle and only caused a reduction in potency in asthmatic tracheas. A
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possible explanation is that the relaxation induced by NO can also occur
through cGMP-independent mechanisms and this seems to be the major route
by which the TERPY leads to relaxation in healthy tracheas causing, for
example, activation of K* channels.

The relaxing effect of TERPY after K* channel blocking (using TEA) was
largely reduced in both healthy and asthmatic groups, which suggests the
participation of K* channels in this effect. Moreover, the TEA almost completely
eliminated the TERPY-induced relaxation in asthmatic tracheas, which shows
the greater participation of its cellular pathways in this group. In contrast, these
channels do not seem to be significant for SNP-induced relaxation. It is difficult
to explain (and this study did not set out to do so) the unexpected effect of TEA
on SNP-induced relaxation in both groups.

Literature data show that TEA can exert secondary effects, such as the
direct activation of gap junctions in different tissues including tracheas
(Kannan and Daniel, 1978; Waitts et al., 1994). Direct cell-to-cell
communication along the muscular tissue is governed by gap junctions,
facilitating the production of coordinated multicellular responses (Christ, 1995;
Rocha et al., 2008). Some studies have also shown that NO, through the
cGMP/PKG pathway, regulates and further increases gap junction
communications (Gonczi et al., 2009; Lampe and Lau, 2004). Since gap
junctions mediate the spread of ions and second messengers, such as cGMP,
from one cell to another (Kanaporis et al., 2008; Kumar and Gilula, 1996), an
increase in gap junction coupling should enhance diffusion potential, thereby
leading to the direct activation of a greater fraction of smooth muscle cells in
the preparation (Christ, 1995; Kenakin, 1980). Christ et al. (1994), have
proposed that NO-induced dilation in peripheral tissues is dependent on the
cell-to-cell diffusion of cGMP through the gap junction. The effect of TEA
potentiating NO-induced relaxation was not seen for TERPY, because for it,
the cGMP/PKG pathway is not being recruited, unlike SNP. Although we
consider that these hypotheses are reasonable, we cannot here declare the
real mechanism by which TEA increases the relaxant effect of SNP.

The results with IBMX, the non-selective PDE inhibitor, reinforce the
hypothesis that the sGC/cGMP pathway participates to a large extent in the

relaxation induced by SNP in the tracheas of both healthy and asthmatic rats.
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Since IBMX reduces degradation of the cGMP, an increase in the efficacy of
SNP was to be expected and was observed in both groups. However, IBMX
provoked an increase only in the potency of the TERPY in both groups. These
results are in consonance with the data obtained after the sGC inhibition, using
ODQ.

Intracellular Ca?* concentration is responsible for determining tone in
tracheal smooth muscle and several studies have shown that reticular Ca?*-
ATPase (SERCA), which can be inhibited by cyclopiazonic acid (CPA), is
involved in NO-smooth muscle relaxation (Bazan-Perkins, et al., 2012;
Janssen et al., 2000). For SNP, we observed that the inhibition of SERCA
reduced relaxation in healthy tracheas only, which shows that SNP can
activate the SERCA. However, in the asthmatic group, the CPA treatment did
not modify the SNP-induced relaxation, which suggests that the asthma
condition could have desensitized the SERCA. In the physiological conditions,
the SERCA activation is triggered by the sGC/cGMP pathway (Bazan-Perkins,
2012). Since the sGC/cGMP pathway could possibly be of secondary
importance in the asthma condition, the SERCA inhibition did not change the
relaxation induced by SNP. These results are also in consonance with the data
obtained after the sGC inhibition, using ODQ. Unlike SNP, the treatment with
CPA did not change the TERPY-induced relaxation in healthy tracheas,
although it reduced the TERPY potency in asthmatic tracheas. This result
along with the data obtained after sGC inhibition (using ODQ) suggest that the
sGC/cGMP pathway could be a new mechanism by which TERPY leads to the
relaxation of asthmatic tracheas. Apparently this pathway is not part of the
relaxation in healthy trachea.

In airway smooth muscle, the extracellular Ca?* influx is crucial to
intracellular Ca?* rise during the contraction phase and can be stimulated by a
muscarinic agonist (Du et al., 2005; Tazzeo et al., 2008). Several different
mechanisms for NO-induced inhibition of the Ca?* influx through the plasmatic
membrane have been proposed, including inhibition by cGMP-dependent
mechanisms (Blatter and Wier, 1994) or by membrane hyperpolarization due
to direct (Bolotina, et al., 1994) or indirect cGMP-dependent activation of K*
channels (Ay et al., 2006). Our experiments also showed the importance of

NO-induced extracellular Ca?* influx inhibition in both healthy and asthmatic
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rat tracheas. We found that both SNP and TERPY are capable of inhibiting the
contraction provoked by extracellular Ca?* influx stimulated by an agonist,
which could contribute to the relaxant effect of these drugs. TERPY, however,
was more effective than SNP in promoting this inhibition in both healthy and
asthmatic tracheas. In the case of asthma, the TERPY totally inhibited the
contraction induced by the Ca?* influx. Using these results as a basis, we can
suggest that TERPY mediates relaxation through mechanisms which alter the
mobilization or sensitivity to extracellular Ca?*, principally in asthmatic rats.

The airways undergo contraction in the presence of a cholinergic stimulus
and such an effect can vary according to the anatomical site, when one
considers that the bronchioles are more responsive than the proximal
bronchial airways (Kott et al., 2002). Our results demonstrated that while
carbachol caused bronchoconstriction and reduced the area, TERPY was able
to reverse the contraction and induce bronchodilation.

In summary, the new NO-donor TERPY is more effective in inducing
relaxation in both asthmatic and healthy rat tracheas than the SNP. In healthy
trachea, in contrast to SNP, NO released from the ruthenium complex, induces
airway smooth muscle relaxation through cGMP-independent mechanisms
and appears to involve Ca?* and K* fluxes across the membrane, which leads
to decreased cytosolic Ca2* concentrations. In asthmatic tracheas, in addition
to these mechanisms, TERPY also provoked relaxation through activation of
the sGC/cGMP pathway. SNP-induced relaxation in asthmatic and healthy
tracheas also appears to involve Ca?* and K* fluxes across the membrane and
activation of NO/sGC/cGMP pathways. However, the activation of sGC
pathways appears to be reduced in airway inflammation, as is the role of
SERCA, which further impairs the relaxing effect of the SNP.
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