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RESUMO

O presente trabalho avaliou os mecanismos de relaxamento de dois doadores de
éxido nitrico (NO), o complexo de ruténio [Ru(terpy)(bdq)NO']** (Terpy) e o
nitroprussiato de sédio (NPS) em traquéias isoladas de ratos. A traquéia isolada foi
montada em banho para 6rgéaos isolados e contraida com carbacol para estudo do
relaxamento. O efeito relaxante do Terpy e do NPS foi avaliado em concentracdes
crescentes e cumulativas (10 nM a 100 uM). Foi verificada a participagdo dos
diferentes tipos de canais de K*, a participacdo da via GCs/GMPc, a inibigdo da COX
(pela indometacina) e das PDEs (pelo IBMX), a influéncia do epitélio, a participacao
dos estoques internos de Ca®* assim como a participacéo do influxo deste ion e o
potencial sinergismo dos doadores com terbutalina. Foram feitas analises de
microscopia confocal para quantificagdo da concentracdo citosdlica de Ca?
mobilizada pelos doadores de NO. Como resultados, verificamos que os dois
compostos levaram ao relaxamento do musculo liso traqueal de forma concentragao-
dependente. Entretanto o efeito maximo (Emax) do Terpy foi maior do que o NPS. O
relaxamento estimulado pelo Terpy foi reduzido significativamente sob a pré-
contragdo com KCI 75 mM. Bloqueadores de canais de K* como tetraetilaménio,
BaCl,, glibenclamida e 4-aminopiridina reduziram significativamente o relaxamento
estimulado pelo Terpy, apesar da iberiotoxina e apamina n&o alterarem a resposta.
O ODQ (inibidor da GCs) somente reduziu o efeito relaxante do NPS e o IBMX
aumentou seu Enax, sSendo que ambos inibidores nao apresentaram efeito para o
Terpy. A indometacina nao alterou o padrao de resposta para ambos doadores. A
retirada do epitélio reduziu o efeito relaxante somente para o NPS, nao alterando o
padrdo de relaxamento para o Terpy. A inibicdo da Ca?*-ATPase reticular (pela
tapsigargina) e da captacdo de Ca®* mitocondrial (pelo ruthenium red) nao
modificaram o perfil de relaxamento para ambos doadores testados. Em relacdo ao
efeito sinérgico estudado, ndo foi observado beneficio com a adigdo dos doadores
sobre o efeito relaxante da terbutalina. A medida da concentragéo intracelular de
Ca?* revelou que o Terpy é capaz de reduzir a concentracdo intracelular de Ca?* de
forma mais pronunciada que o NPS. Os resultados apresentados neste trabalho
levam a concluir que o mecanismo pelo qual o Terpy leva ao relaxamento do
musculo liso traqueal de ratos esta associado a diminuicdo da concentragéo
intracelular de Ca®*, e este mecanismo pode estar relacionado & ativacdo dos canais
de K* do tipo Ky, Kir € Kate € ao influxo de Ca®*. Para o NPS, o mecanismo mais
importante que leva ao relaxamento parece ser através da ativacdo da via
GCs/GMPc, além do envolvimento dos canais para K* do tipo Kir € SKca.

Palavras chaves: Oxido Nitrico, complexo nitrosilados de ruténio, traquéia,
relaxamento, canais para potassio, guanilato ciclase soluvel.



ABSTRACT

This study evaluated the mechanisms of relaxation of two nitric oxide (NO) donors,
ruthenium complex [Ru(terpy)(bdq)NO™3" (Terpy) and sodium nitroprusside (SNP) in
isolated trachea of rats. The isolated trachea was sectioned into rings and contracted
with carbachol in an organ chamber. 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 COX and PDEs, the influence of the extra and intracellular
Ca?* sources and the influence of the epithelium on the relaxing response. The
synergism between NO-donor and (-adrenoceptor agonist terbutaline was also
verified. Additionally, we have used confocal microscopy in order to analyze the
effect of the donors on cytosolic Ca®* concentration. We have verified that both
compounds led to the relaxation of tracheal smooth muscle preparations in a
dependent-concentration mode. However, the maximum effect (Emax) induced by
Terpy was higher than the effect of SNP. However, the Terpy effects were
significantly reduced by pre-contraction with 75 mM KCI. K* channel blockers like the
tetraethylammonium, glybenclamide, BaCl, and 4-aminopyridine reduced the
relaxation to Terpy, while iberiotoxin and apamin did not modify this response. SNP-
induced relaxation was significantly reduced by pretreatment with ODQ (sGC
inhibitor). On the IBMX (non-selective PDEs inhibitor) increased the relaxation only to
SNP. The response to both NO-donors was not altered by indomethacin,
thapsigargin (reticular Ca?*-ATPase inhibitor) or ruthenium red (a mitochondrial Ca?*
uniporter inhibitor). The epithelium removal reduced the relaxation only to SNP, and it
had no effects on Terpy. In relation to synergic effect of the association of NO-donors
and terbutaline, we did not observe any additive effect in the relaxation induced by
terbutaline. Terpy was more effective than SNP in reducing the cytosolic Ca**
concentration measured by confocal microscopy. In conclusion, these results have
shown that Terpy induces airway smooth muscle relaxation by cGMP-independent
mechanisms. It involves Ca?* and K* fluxes (mainly via K,, Ki and Katp channels)
across the membrane, and it is more effective in reducing cytosolic Ca®'
concentration and inducing relaxation in the rat trachea than the SNP. In relation to
SNP, the most important relaxation pathway seems to be related to sGC/cGMP
pathway and activation of K. and SK¢, channels.

Keywords: Nitric oxide, nitrosyl ruthenium complex, trachea, relaxation, K* channels
and guanylate cyclase.
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1 INTRODUGAO

O Oxido Nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, incolor, que possui sete
elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, apresentando um elétron desemparelhado
na ultima camada eletronica. Até meados da década de 1980, era considerado
apenas mais um dos poluentes ambientais indesejaveis e potencialmente
carcinogénicos. Uma das funcdes fisioloégicas do NO foi descoberta nos vasos
sanguineos quando foi constatado que o fator de relaxamento derivado do endotélio,
descrito por Furchgott & Zadwadzki (1980), era o NO produzido pela NO-sintase nas
células endoteliais da aorta de coelhos. O NO constitui um dos mais importantes
mediadores de processos intra e extracelular, pois embora se apresente na forma
radicalar, este se mostra uma molécula ndo-carregada, capaz de se difundir para
dentro e fora das células e também entre compartimentos celulares.

A biossintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois grupamentos
aminos da L-arginina, que é convertido em L-citrulina, sendo esta reacéo catalisada
pela enzima NO-sintase (NOS). Essa enzima é um dimero e cada uma das
subunidades compreende um dominio redutase para mediar a transferéncia de
elétrons do NADPH para o dominio oxigenase, onde ocorre a producao de O; e
oxidagcdo da arginina. Entre esses dominios, uma regiao de ligacao de calmodulina
controla a ativagdo da NOS em resposta a ligagdo aos ions calcio (Ca?")
(ALDERTON et al., 2001).

Existem trés isoformas da NOS e todas elas sdao expressas no trato
respiratorio, inclusive de humanos (GUO et al., 1995; REDINGTON et al., 2006). As
isoformas n-NOS (também conhecidas como NOS-1) e e-NOS (também conhecidas
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 ativagéo. A terceira isoforma, i-NOS ou NOS-2, é induzida por
estimulo imunolégico (GASTON et al., 1994).

A liberacdo do NO nas células endoteliais do sistema cardiovascular e
células epiteliais do sistema respiratorio € observada em condigbes basais, como
também apds a estimulagdo com varias substadncias como catecolaminas,
vasopressina, bradicinina, serotonina e adenosina. (BUGA et al., 1989; NIUKAMP et
al.,1993; BOULANGER & VANHOUTTE, 1997).
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O NO é o principal agente vasodilatador endégeno que regula o ténus e a
homeostase vascular, além de controlar o fluxo sanguineo basal (FURCHGOTT,
1999), atuar sobre a contratilidade cardiaca (SHAH, 1996), promover o relaxamento
das vias aéreas (ARNOLD et al., 1984), mais especificamente, sobre o musculo liso
traqueal (ZHOU & TORPHY, 1991; GASTON et al., 1994; JONES et al., 1994;
STUART-SMITH et al., 1994).

As células epiteliais da traquéia, além da sua fungdo como barreira fisica
a patdégenos externos, sdo conhecidas por produzirem diversos mediadores,
incluindo varios lipidios, fatores de crescimento e citocinas. A modulagédo do tonus
basal do musculo liso adjacente ao epitélio é atribuida a liberacao de fatores de
relaxamento derivados do epitélio (RAEBURN et al.,1986; HASHIBA et al., 1999),
assim como NO (BUGA et al., 1989; NIUJKAMP et al.,1993) e prostaglandinas
(TSCHIRHART et al.,1987). A maior fonte de NO nas vias aéreas & o epitélio
(FOLKERTS & NIJKAMP, 1998). Alguns estudos apontam a participagdo do NO
produzido pelo epitélio traqueal em outros mecanismos como a regulagdo da
frequéncia do batimento ciliar, o transporte de ions, a defesa antibacteriana e viral,
secrecao de muco e inibicdo da proliferacao de células T (BOVE & VAN DER VLIET,
2006). O relaxamento brénquico é mediado também pela liberacdo de NO pelo
epitélio, que por sua vez, migra facilmente para células do musculo liso subjacente
promovendo relaxamento (BARNES & BELVISI, 1993). Porém, segundo Buga et al.
(1989), o musculo liso da traquéia parece ser um pouco mMenos responsivo a

administracao de NO quando comparado a musculatura lisa vascular.

Estudos realizados em musculo liso vascular mostram que existem
diversos alvos para o NO, mas o principal deles € a enzima guanilato ciclase soluvel
(GCs) (THIPPESWAMY et al., 2006). O mesmo ocorre em musculo liso brénquico e
traqueal, onde a enzima GCs é o maior alvo do NO (ELLIS, 1997). A ativacao da
GCs pelo NO eleva os niveis intracelulares de GMPc, que atua como um
mensageiro intracelular amplificando a resposta celular (ARNOLD et al., 1977;
IGNARRO, 1991). O principal alvo do GMPc é a familia das proteinas quinases
dependentes do GMPc, denominadas PKGs. A ativacdo da PKG e a consequente
fosforilagdo de varias proteinas constitui uma cascata, que acarreta na reducado da
concentragao citosolilca de calcio ([Ca**];) (MCDANIEL et al., 1992), desfosforilacdo

da cadeia leve de miosina (MURAD, 1986) e interacdo com aparato contratil,
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desativando o complexo Ca**-calmodulina (KARAKI et al., 1988), além da ativacdo
dos canais para K*, levando & hiperpolarizagcdo da membrana e inibicdo de canais
para Ca** do tipo L (MIYOSHI et al., 1994).

Entretanto, nem todos os estudos confirmam o papel da via
GCs/GMPc/PKG mediando os efeitos relaxantes do NO e alguns autores tem
demonstrado que esse efeito pode acorrer independentemente de GMPc e que o
estimulo ao musculo liso pode se dar pela ativagdo direta dos canais para K™ pelo
NO (BOLOTINA et al.,, 1994; PLANE et al., 1996; STUART-SMITH et al., 1994;
MISTRY & GARLAND, 1998; HOMER & WANSTALL, 2000; REDINGTON et al.,
2006).

Em particular para contracdo 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, citoplasmatico,
mitocondrial e n&o mitocondrial (reticulo sarcoplasmatico). O reticulo
sarcoplasmatico é considerado o principal estoque intracelular de Ca®* (TOMAS et
al., 1996).

Entre os trabalhos sobre o sistema respiratério existe consenso sobre o
efeito do NO sobre as vias respiratérias. Entretanto, ha controvérsias quanto ao
efeito terapéutico do NO. O estudo realizado por Sanna et al. (1994), demonstrou
que a inalagdo de NO nao tem efeito sobre o tobnus das vias aéreas em voluntarios
saudaveis submetidos a broncoconstricdo com metacolina e o estudo de Pfeffer et
al. (1996), evidencia que o NO inalado ndo tem nenhum efeito broncodilatador em
pacientes pediatricos com asma leve e doencga de vias aéreas.

Ao contrario desses resultados, o estudo realizado por Hogman et al.
(1993) verifica um efeito broncodilatador na asma bronquica e Kacmarek et al.
(1996) sugerem que a inalacado 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 doencgas das
vias respiratérias vem dos 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). Esses grupos de pesquisa demonstraram que as baixas
doses de NO sao eficazes em reverter a vasoconstrigdo pulmonar. Esses resultados

apontam para um importante papel do NO na modulagdo do ténus das vias aéreas
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(NIUKAMP & FOLKERTS, 1995). Ashutosh et al. (2000) demonstraram que o NO na
concentragdo de 25 ppm misturado ao oxigénio pode ser seguramente administrado
por canula nasal por 24 horas, sem efeitos adversos significativos, e com reducéo da
resisténcia vascular pulmonar em pacientes estaveis com doenga pulmonar
obstrutiva crénica, por periodos prolongados.

Corroborando ainda para os beneficios do tratamento de doengas
pulmonares com o NO, Vonbank et al. (2003) verificaram que em pacientes
ambulatoriais com doencga pulmonar obstrutiva cronica, o fornecimento de gases por
periodo prolongado é 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 anti-inflamatorios e
doadores de NO pode ser uma 6étima modalidade terapéutica no tratamento da asma
e da doenca pulmonar obstrutiva cronica.

O NO em condigdes fisiologicas, € muito instavel e pode reagir quase que
instantaneamente com moléculas que apresentem elétrons desemparelhados
(MCINTYRE et al., 1999), radicais livres como o anion superoxido (O;’) 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 segundos) (NISHIDA et al., 1992).
Desta forma, existe um grande interesse em compostos quimicos que possam servir
de veiculo para a liberagdo de NO nos sistemas biolégicos (ARNOLD et al., 1984;
SCHAFER et al., 1989; WORKS et al., 2002; NAPOLI et al., 2004).

Uma alternativa para aumentar a biodisponibilidade do NO ¢ a utilizagao
de doadores de NO. Apesar de seus inconvenientes, nitratos orgénicos e
nitroprussiato de sdédio tém sido utilizados na terapéutica durante muitos anos. Ha
aproximadamente 70 anos, esses compostos sao conhecidos por induzir o
relaxamento brénquico (GOODMAN & 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 (NPS), possuem importantes limitacdes em
seu uso que se contrapdem aos seus beneficios. As células endoteliais e
musculares lisas metabolizam a nitroglicerina a NO (FEELISH & KELM, 1991).

Contudo, em estudos in vivo, o tratamento crénico com este farmaco acarreta em um
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fendbmeno denominado tolerancia. Essa tolerancia € caracterizada por uma perda do
efeito relaxante e consequentemente dos seus efeitos clinicos.

Assim como a nitroglicerina, o NPS requer metaboliza¢do catalisada por
enzimas presentes na membrana plasmatica para liberar o NO (BATES et al., 1991).
A liberacdo de NO pelo NPS é acompanhada pela liberagcdo de cianeto como
produto de biotransformacao deste doador de NO, o qual apresenta alta toxicidade
ao organismo (ARNOLD et al., 1984; BATES et al., 1991). Além da formagéo de
cianeto, a administracao endovenosa de NPS leva a em rapida e intensa queda da
pressao arterial, com consequente taquicardia reflexa (YAKAZU et al., 2001). Estes
efeitos sdo importantes fatores limitantes do uso terapéutico deste doador de NO,
restringindo seu uso a condi¢cdes hospitalares por exigirem suporte de emergéncia,
principalmente devido a sua intensa vasodilatagcdo e subita queda da pressao
arterial.

Lamarque & Whittle (1995) observaram que o NPS esta envolvido na
formacgédo de anion superdxido (Oy) e Villa et al. (1994) relataram que esse anion
reage com o NO liberado pelo préprio NPS formando peroxinitrilo (ONOOQO"). 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 NPS, alguns
metalonitrosil-complexos tem sido utilizados como doadores de NO (WANG et al.,
2000).

Dentre os compostos amplamente estudados, que sé&o capazes de liberar
NO, estdo os complexos nitrosilos de ruténio. Esses complexos sao interessantes
devido a sua estabilidade térmica em pH fisioldgico (SAUAIA et al., 2003). Outros
estudos demonstraram que esses compostos possuem atividade biolégica do tipo
NO, como relaxamento do musculo liso vascular, queda da pressao arterial, inibicao
da agregacéo plaquetaria e aumento dos niveis de GMPc (WANG et al., 2000;
BONAVENTURA et al., 2004, 2007; LUNARDI et al., 2007; de GAITANI et al., 2009).
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 a agdo sobre vasos isolados e pressao arterial em
experimentos in vivo (BONAVENTURA et al., 2004; de GAITANI et al., 2009).

Ja foi verificado por esse grupo de pesquisa que o composto macrociclico
doador de NO [Ru(terpy)(bdq)NO*]** (Terpy) é capaz de induzir relaxamento em

anéis de aorta de ratos, envolvendo a liberagdo intracelular de NO™ e ion hidroxil
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(NO"). Este relaxamento € menos potente que o relaxamento induzido pelo NPS,
mas apresenta a mesma eficacia e envolve a ativagéo dos canais para K™ e a via
GCs/GMPc, como observado por Bonaventura et al. (2007). A liberagdo de NO por
este composto é acelerada na presencga de luz, mas ndo degradada como o NPS
(de LIMA et al., 2006).

Diante do interesse biolégico/medicinal deste novo protétipo condidato a
farmaco doador de NO, foi estabelecido um trabalho de parceria entre o Laboratério
de Farmacologia da Faculdade de Farmacia da UFG e o Departamento de Fisica e
Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP, onde a
hipotese deste trabalho é de que o composto doador de NO, Terpy, seja capaz de
provocar relaxamento em células musculares lisas das vias aéreas superiores. Parte
deste estudo se propbe a caracterizar estes efeitos e comparar com o doador de NO
tradicionalmente usada na clinica médica, NPS, verificando possiveis vantagens
relacionadas ao uso, além de apontar o mecanismo de agdo do novo composto em

musculo liso ndo vascular.
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2 OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho consistiu em estudar os mecanismos celulares
envolvidos no relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de ratos e

comparar esses mecanismos com os do farmaco padrdo doador de NO, NPS.

Foram realizados estudos farmacolégicos para verificar a possivel
atividade biologica do complexo pela ocorréncia do relaxamento em anéis de
traquéia isoladas de ratos e pré-contraidas com carbacol. Especificamente, nos

propusemos a:

1. Estudar o efeito relaxante do Terpy em traquéias isoladas e comparar

sua poténcia e eficacia com o NPS.

2. Verificar o envolvimento da via das ciclooxigenases no efeito de

relaxamento induzido pelo Terpy.

3. Analisar o efeito do Terpy sobre a captagao de Ca®" pela Ca**-ATPase

do reticulo sarcoplasmatico e pelo uniporter mitocondrial.

4. Estudar o efeito dos canais para potassio da membrana das células do

musculo liso apds o bloqueio farmacolégico ou despolarizagdo com KCI.

5. Avaliar a influéncia da via NO/GCs/GMPc e o papel das

fosfodiesterases (PDEs) no relaxamento induzido pelo Terpy.

6. Analisar a influéncia do Terpy e NPS sobre a contragdo mediada pelo

influxo de Ca?* estimulado por carbacol ou KCI.

7. Verificar a participagdo do epitélio no relaxamento produzido pelo

Terpy.

8. Observar a alteracdo no transiente de Ca®* intracelular do musculo liso

estimulado pelo Terpy.

9. Avaliagao de possivel efeito sinérgico entre os doadores de NO, NPS e

Terpy, com terbutalina (agonista Bz-adrenérgico).
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3 MATERIAIS E METODOS

O doador de NO [Ru(terpy)(bdq)NO*]**, apresenta a estrutura quimica
abaixo e as suas abreviagbes consistem em: terpy = terpiridina e bdq = 1,2-
benzoquinona-diimina (de LIMA et al., 2005, 2006).

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 nosso Laboratério
para realizagao dos testes descritos a seguir.

O cronoamperograma abaixo foi obtido pela equipe de pesquisa
responsavel pela sintese usando um sensor de 6xido nitrico capaz de detectar a
reducdo do complexo [Ru(terpy)(bdq)NO*** em pH fisiolégico na concentragdo de
0,1 mM. Observa-se que a medida que o tempo passa, a corrente aumenta,

indicando aumento da liberagcédo do NO pelo complexo.
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3.1 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-250g) provenientes do Biotério
Central da UFG. Estes protocolos foram submetidos a analise e foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFG.

Os ratos foram sacrificados por exanguinacdo pela artéria aorta
abdominal apds anestesia superficial com éter etilico. A traquéia foi isolada e os
tecidos conjuntivo e gorduroso foram removidos. As traquéias isoladas foram

seccionadas em anéis de aproximadamente 3mm, montados entre dois ganchos de
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metal, sendo um deles conectado a um transdutor de forgca para registro da tenséo
isométrica e o outro fixo a cuba para érgéo isolado como no esquema abaixo. As
respostas contrateis foram registradas num poligrafo multi-miografo (Narco
Biosistems Inc., Houston, Texas-USA), acoplado a um programa computadorizado
(WinDaq, DATAQ Instruments, OH, USA) para registro da tensdo isométrica. Os
anéis foram colocados em camaras para 6rgaos isolados contendo solugéo de Krebs
modificada com a seguinte composigdo em mM: NaCl 130,0; KCI 4,7; KH,PO4 1,2;
CaCl; 1,6; MgSO4 1,2; NaHCOg3 14,9; glicose 5,5; em pH 7,4 sob gaseificagcdo com
mistura carbogénica (95% O, e 5% COy), a 37 £ 1°C.

Para realizacdo dos protocolos experimentais, as preparagdes foram
submetidas a tensdo basal de 1 g determinada de acordo com a padronizagao do
nosso laboratério com os ensaios de curva de tensdo isométrica como apresentado
na figura 1. Apés a montagem das preparagdes na cuba de banho experimental, as
preparagdes permaneceram estabilizando na tensao basal por um periodo minimo

de 60 min antes do inicio dos protocolos experimentais.

T .

Demdar
Ccmmgaachon da MO

3.2 CURVA DE TENSAO

Para determinagdo da curva de tensédo, as preparagcdes foram
estimuladas a contrair com solugcédo de KCI 90 mM em diferentes niveis de tensao
basal (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g). Os anéis de traquéia ficaram por 30 min em cada uma
dessas tensdes e a contracédo gerada pelo KCI foi registrada. Ap6s a contragdo, as
traquéias ficaram estabilizando por mais 30 min em tensdo 0 g, até que o nivel de

tensao subsequente fosse ajustado.
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3.3 REATIVIDADE DO MUSCULO LISO DA TRAQUEIA

3.3.1 Curva concentragao-efeito para o agonista contratil carbacol
Os anéis de traquéia foram submetidos a curva concentragéo-efeito para
carbacol nas concentragdes crescentes de 10 nM a 100 pM. Assim, foi possivel
verificar o efeito contratil e determinar a concentracado do agonista capaz de produzir

50% da resposta maxima (ECsp) do Carbacol.

3.3.2 Efeito relaxante do Nitroprussiato de Sédio (NPS) e Terpy em anéis de
traquéia pré-contraidos com carbacol ou KCI

As curvas de relaxamento concentracdo-efeito cumulativas foram
realizadas em anéis das traquéias pré-contraidos com a ECsy do carbacol (0,5 uM)
ou com solucdo de KCI 75 mM. Quando a resposta contratil atingiu o platd, foram
adicionadas concentragdes crescentes do NPS (10 nM a 100 puM) ou Terpy (10 nM a
100 uM) e as respostas relaxantes foram registradas. A osmolaridade da solucao
nutridora foi mantida com a reducdo da concentragdo de NaCl, que passou de 130

mM para 70 mM.

3.3.3 Efeito de diferentes inibidores/bloqueadores sobre o relaxamento dos
anéis de traquéia desencadeado pelo NPS ou Terpy

Foram realizadas curvas concentragao-efeito para o NPS (10 nM a 100
MM) e para o Terpy (10 nM a 100 uM) sobre a pré-contragao induzida com carbacol
(ECs0) em traquéia na auséncia ou presencga (20 min) dos seguintes inibidores: a)
Indometacina, inibidor n&o seletivo da enzima cicloxigenase (COX), (10 uM); b) (1H)-
(1,2,4)oxadiazole(4,3-a)quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor seletivo da guanilato ciclase
soluvel, (1 pM); c) 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), inibidor n&o seletivo das
fosfodiesterases (PDE), (10 uM) d) Tetraetilaménio (TEA), bloqueador néo seletivo
de canais para K*, (5 mM); e) ODQ (1 uM) e TEA (5 mM) associados.

3.3.4 Participacgao dos diferentes tipos de canais de potassio

Foram realizadas curvas concentracao-efeito para o NPS (10 nM a 100
MM) e para o Terpy (10 nM a 100 uM) sobre a pré-contragdo induzida com carbacol

(ECs0) em traquéias na auséncia ou presencga (20 minu) dos seguintes bloqueadores
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seletivos de canais de potassio: a) Cloreto de Bario (BaCl;, 30 uM) inibidor dos
canais tipo retificador (Kir); b) Glibenclamida (3 pM), inibidor dos canais
dependentes de ATP (Katp); ¢) 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), inibidor dos canais
dependentes de voltagem (K,); d) Apamina, (APA, 0,5 uM) inibidor dos canais
ativados por Ca?* de baixa condutancia (SKca); e) Iberiotoxina (IBTX, 0,1 pM)

inibidor dos canais ativados por Ca®* de alta condutancia (BKca).

3.3.5 Participagdo do influxo de Ca®** em presenca de carbacol ou KCI 75 mM

Para avaliar o influxo de Ca?" estimulado pelo carbacol, apos
estabilizacdo, as preparag¢des foram estimuladas com carbacol (ECsp) até que as
amplitudes das contragdes se reproduzissem. As prepara¢des foram novamente
estimuladas com a ECsy do carbacol. Entretanto, em solugédo de Krebs zero-Ca®* até
o desaparecimento da resposta, ou seja, a deplecédo dos estoques intracelulares de
Ca’* sensiveis ao carbacol. A seguir, as traquéias foram mantidas em solugéo de
Krebs zero-Ca?* e apds adicdo de carbacol (ECsy) foram realizadas curvas
concentragdo-efeito cumulativas para Ca®* (0 a 1,6 mM) na auséncia ou presencga
(20 min de incubacao) de NPS ou Terpy, ambos na concentragdo que produziu o
relaxamento maximo (100 uM).

Para avaliar o influxo de Ca®*" estimulado por KCI (75 mM), apds
estabilizacdo, as preparacdes foram lavadas em solugdo de Krebs zero-Ca?*. Essa
solugcdo foi entdo substituida pela solugdo de Krebs contendo 75 mM de KCI na
auséncia de ions calcio. Apos estabilizagao, foram realizadas curvas concentragao-
efeito cumulativas para Ca?* (0 a 1,6 mM) na auséncia e na presenca (20 min) de
NPS ou Terpy 100 uM. A osmolaridade da solugédo nutridora foi mantida com a

reducao da concentragdo de NaCl, que passou de 130 mM para 70 mM.

3.3.6 Efeito da captagcdo de Ca’' intracelular pelo reticulo sarcoplasmatico e
pela mitocondria.

Foram realizadas curvas concentragao-efeito para o NPS (10 nM a 100
MM) e para o Terpy (10 nM a 100 uM) sobre a pré-contragdo induzida com carbacol
(ECso) em traquéia na auséncia ou na presenca (20 min) do inibidor da bomba Ca?*-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico, tapsigargina (1 pM), e do inibidor da captacéo

uniporter mitocondrial de Ca?*, Ruthenium Red (10 puM).
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3.3.7 Participacao do epitélio

As curvas de relaxamento concentracao-efeito cumulativas para NPS (10
nM a 100 uM) e Terpy (10 nM a 100 pyM) foram realizadas em anéis das traquéias
pré-contraidos com carbacol (ECsp) intactos ou sem o epitélio. A retirada do epitélio
se deu por agdo mecanica, friccionando o lumen do anel de traquéia contra uma
haste de metal.

As curvas foram iniciadas quando a resposta contratil ao carbacol atingiu
o platd e as concentracdes crescentes dos compostos acima foram adicionados e as
respostas relaxantes registradas.

Os tecidos utilizados nos experimentos foram preservados em
formaldeido tamponado 10%, incluidos em parafina e corados com Hematoxilina e
Eosina para confec¢cdo de laminas histologicas e confirmacdo da auséncia ou
presenca de epitélio através de microscopio otico Axio Scope.A1 com AxioCam
MRc, Carl Zeiss no aumento original de 40X. Foram consideradas sem epitélio as

preparagdes onde o epitélio n&o foi visualizado.

3.3.8 Avaliagao de um possivel efeito sinérgico com terbutalina

Este protocolo foi desenvolvido como descrito anteriormente por Vaali et
al. (2000), com algumas modificagbes.

As curvas de relaxamento concentragdo-efeito cumulativas para
Terbutalina (100 nM a 1 mM) foram realizadas em anéis de traquéias pré-contraidas
com carbacol (ECsp). As curvas para terbutalina foram realizadas na auséncia
(controle) e na presenca de NPS ou Terpy em duas concentragdes diferentes (0,1
MM ou 1 uM). A adigao desses doadores de NO se deu quando a pré-contragdo com
carbacol atingiu o platé e apds cerca de 5 minutos, a curva para terbutalina foi
iniciada.

As concentragdes 0,1 uM ou 1 yM de NPS ou Terpy foram escolhidas por

apresentarem auséncia de efeito relaxante.

3.4 MEDIDAS DA CONCENTRAGAO CITOSOLICA DE Ca** EM ANEIS DE
TRAQUEIAS DE RATO POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Com objetivo de quantificar a redugédo de calcio citosélico por esses
compostos, a traquéia foi cortada em anéis de aproximadamente 100 pm de

espessura com o auxilio de um bisturi e mantida em placa de Petri contendo solugéo
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de Hanks incompleta (sem Ca*’e Mg", a fim de preservar as células vivas por maior
tempo) com a seguinte composicédo (em mM): 145,0 NaCl, 5,0 KCI, 0,5 NaH;POg,
10,0 dextrose e 10,0 HEPES (pH 7,4).

Os anéis de traquéia foram colocados em laminulas (42 mm de diametro
para microscopia confocal) pré-tratadas com poli-L-lisina (1/2 v/v) e acondicionada
em placa de Petri para incubacdo em estufa de CO;, a 5% por aproximadamente 20
minutos.

Os anéis foram carregados com 10 uM da sonda fluorescente sensivel ao
ion Ca** (FLUO-3AM) durante 40 minutos em temperatura ambiente. O FLUO-3AM
foi preparado em solugdo de Hanks completa. O excesso de corante foi removido
pela troca da solugdo de Hanks completa e apds acoplamento do material ao
microscopio, 100 uM do Terpy ou NPS foram adicionados a placa. A sonda
fluorescente (FLUO-3) foi excitada com laser de argbnio em 488 nm sendo a
intensidade de emissao de fluorescéncia medida em 510 nm. A [Ca?']i foi obtida pela
mudanca na intensidade de fluorescéncia (IF), que é diretamente proporcional a
[Ca?']i. Foi calculada a diferenca (A) entre IF inicial (FO) e IF final (F), sendo esta
diferenca convertida em %. FO foi considerado como basal que corresponde a 100%
da IF. Sendo assim, a [Ca?']i foi expressa como porcentagem da diferenca na
intensidade de fluorescéncia (%AIF), a qual indica queda na [Ca®']i que foi calculada
pela formula %AlIF=(F-FO0/F0)x100. A medida da concentracéo citosélica dos ions
Ca?* foi realizada antes e ap6s a adicdo do Terpy ou NPS (100 uM) & placa de petri.

As imagens foram feitas em microscoépio confocal Leica TCS SP5 com
objetiva de imersdo em agua e aumento de 63X. Utilizou-se software de analise
temporal (time course) Leica Mycrosystem LAS AF Lite para capturar as imagens em

intervalos de 2 segundos ao longo do tempo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de tensao isométrica foram expressos como a média + erro
padrdao da média (EPM) de pelo menos trés experimentos (n=3-11), obtidos de
diferentes animais. Os graficos foram realizados pelo programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Corporation) na versao 3.02 de 2001.

As determinag¢des da ECsp (concentragdo que produz 50% da resposta

maxima) e efeito maximo (Emax) foram realizadas utilizando o método de regresséo
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nao linear dos minimos quadrados, utilizando-se o programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Corporation) na versao 3.02 de 2001.

A andlise estatistica utilizada para comparagcéo entre os grupos foi a
analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do pds-teste de Newman-Keuls pelo
programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation) na versdo 3.02 de
2001. Foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05) para que as diferencas

sejam consideradas estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 CURVA DE TENSAO

A figura 1 representa os valores de tensdo em grama (g) provocados pela
presenga de KCI 90 mM (n=3).

Para determinagéo da curva de tensao isométrica, as preparag¢des foram
estimuladas a contrair com solugcdo de KCI 90 mM em diferentes niveis de tenséo
basal (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g). Os anéis de traquéia ficaram por 30 minutos em cada
uma dessas tensdes e a contragdo gerada pelo KCI foi registrada.

Como resultado, a tenséo basal de 1 g foi a que produziu maior nivel de
forca isométrica (figura 1) e por isto foi a tensédo basal usada nos nossos protocolos

experimentais. 2,

i

1,09 1,59 2,09

Contracgao (g)
o o o R
= [« [e2) - N = [« ©

o
N

o

Tensao Basal

Figura 1: Curva de tensao em traquéias isoladas de ratos. As barras verticais representam as
respostas contrateis expressas em grama (g) de tensdo em anéis de traquéia gerados por KCI 90
mM. Valores expressos em médias + EPM.

42 CURVA CONCENTRAGCAO-EFEITO PARA O AGONISTA CONTRATIL
CARBACOL

O carbacol induziu contracdao de forma concentracdo-dependente nos
anéis de traquéia. O valor de contragdo maxima (Enax) observado com os
experimentos foi de 3,72 £ 0,18 g e de pD; (-log da ECs) de 6,57 £ 0,10, n=8. Diante
desses resultados, a concentracao efetiva capaz de causar 50% da contracéo de
traquéia (ECsp) foi estabelecida e padronizada como 0,5 uM de acordo com a figura
2.
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Figura 2: Efeito contratil do carbacol em traquéias isoladas de ratos. Curva concentracéo-efeito
cumulativa para carbacol. Os pontos representam médias + EPM das respostas contrateis expressas

em g de tensao.

4.3 EFEITO RELAXANTE DO NPS E DO TERPY EM ANEIS DE TRAQUEIAS PRE-
CONTRAIDAS COM CARBACOL

De acordo com a figura 3, o NPS induziu relaxamento de forma
concentragcdo-dependente. Os valores de Enax € de pD, séo respectivamente: 55,1 +

5,5% e 6,07 £ 0,03, n=5.
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Figura 3: Efeito relaxante do NPS em traquéias isoladas de ratos. Curva concentragdo-efeito
cumulativas para NPS em preparagdes pré-contraidas com carbacol (ECsy). Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

Como demonstrado na figura 4, o composto macrociclico
[Ru(terpy)(bdq)NO*]** (Terpy) induziu relaxamento de forma concentragéo-
dependente com Enax de 97,2 + 2,8%. O valor de pD, encontrado foi 5,16 + 0,14
(n=7).
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Figura 4: Efeito relaxante do Terpy em traquéias isoladas de ratos. Curva concentracdo-efeito
cumulativas para Terpy em preparagdes pré-contraidas com carbacol (ECs). Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem. (n=7)

As figuras 5 e 6 mostram uma comparacao entre o relaxamento induzido
pelo NPS e pelo Terpy.

O nivel de relaxamento (Emax) induzido pelo Terpy foi significativamente
superior (P<0,001), cerca de 43% maior ao apresentado pelo NPS (figura 5 e 6). Ja
para a poténcia, os valores de pD, apresentados pelo NPS foi 1,17 vezes maior que

o apresentado pelo Terpy, uma diferencga significativa com P<0,01 (figura 7).
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Figura 5: Comparacgao entre o efeito relaxante do NPS e do Terpy em traquéias isoladas de
ratos pré-contraidas com carbacol. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS e Terpy. Os
pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 6: Comparagao entre o feito relaxante maximo do Terpy e do NPS. Barras verticais
representam os valores obtidos no Emax do relaxamento provocado pelo Terpy e pelo NPS em
preparagdes isoladas e pré-contraidas com carbacol. Diferenca estatistica: *** P< 0,001.
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Figura 7: Comparacgao entre a poténcia do Terpy e a do NPS. 1uM. Barras verticais representam
os valores obtidos pelo pD2 provocado pelo Terpy e pelo NPS em preparacdes isoladas e pré-
contraidas com carbacol. Diferenca estatistica: ** P< 0,01.

4.4 EFEITO RELAXANTE DO NPS E DO TERPY EM ANEIS DE TRAQUEIAS PRE-
CONTRAIDAS COM KCI

A figura 8 mostra uma comparacgéo entre o relaxamento induzido pelo
NPS e pelo Terpy em preparagdes pré-contraidas com 75 mM de KCI. Os valores de
Emax para NPS séo 61,2 + 6,0% e para o Terpy 49,5 £ 7,0%. Os valores de pD»
foram 6,24 + 0,08, n=5 e 4,94 + 0,16, n=4, respestivamente. Essas diferencas néo

foram estatisticamente significativas.
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Figura 8: Comparacgao entre o efeito relaxante do NPS e do Terpy em traquéias isoladas de
ratos pré-contraidas com KCI 75 mM. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS e Terpy.
Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

A figura 9 apresenta uma comparagao entre o relaxamento induzido pelo
NPS em anéis de traquéias contraidas com solugdo de KCI (75 mM) ou com
carbacol. Os valores de Enax em presenca de KCI foram 61,2 + 6,0% e em presenca
de carbacol foram 55,1 £ 5,5%. Os valores de pD, foram 6,24 + 0,08, n=5 e 6,07

0,03, n=5, respectivamente. Essas diferencas n&do foram estatisticamente

significativas.
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Figura 9: Curvas de comparagdo entre o efeito relaxante do NPS em traquéias isoladas de
ratos pré-contraidas com KCI (75 mM) ou com carbacol. Curvas concentragao-efeito cumulativas
para NPS. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem

As figuras 10 e 11 apresentam uma comparagdo entre o relaxamento
induzido pelo Terpy em anéis de traquéias contraidas com solucédo de KCI (75 mM)
ou com carbacol. Os valores de Enax em presenca de carbacol foram 97,2 + 2,8%,

n=7 e em presenca de KCIl foram 49,5 £ 7,0%, n=4, uma reducao significativa de

49%, (P<0,001).
Os valores de pD, em preparagbes pré-contraidos com KCI foram 4,94 +

0,16, n=5 e quando pré-contraidas com carbacol foram 5,16 + 0,14, n=7. Essas

comparagdes nao foram estatisticamente significativas.
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Figura 10: Curvas de comparagio entre o efeito relaxante do Terpy em traquéias isoladas de
ratos pré-contraidas com carbacol ou KCI 75 mM. Curvas concentragao-efeito cumulativas para
Terpy. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem
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Figura 11: Comparagao entre o feito relaxante maximo do Terpy em traquéias isoladas de ratos
pré-contraidas com carbacol ou com KCI 75 mM. Barras verticais representam os valores obtidos

no Emax do relaxamento provocado pelo Terpy. Diferenca estatistica: *** P< 0,001.

4.5 EFEITO DE DIFERENTES INIBIDORES/BLOQUEADORES SOBRE O
RELAXAMENTO DO MUSCULO LISO TRAQUEAL DESENCADEADO PELO NPS E
PELO TERPY

4.5.1 Efeito do inibidor da ciclooxigenase (indometacina) sobre o relaxamento
induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS ou Terpy na auséncia
e na presencga (20 min) do inibidor da ciclooxigenase (COX) indometacina 10 uM
estdo apresentados na figura 12 e 13, respectivamente.

O inibidor da COX nado provocou variagdo significativa nem para a
resposta maxima nem para o pD, do NPS. Os valores de Enax ha auséncia de
indometacina foram 55,1 £ 5,5%, n=5, e na presencga deste 45,7 £+ 5,8%, n=6. Na
auséncia de indometacina os valores de pD, encontrados foram 6,07 + 0,03, n=5 e

na presenga 5,91 + 0,16, n=6.
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Figura 12: Efeito da indometacina sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para NPS antes e depois (20 min) da
incubagdo com indometacina (10 uM) e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias
+ EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Também n&o houve variagdo significativa nem para a resposta maxima
nem para o pD; do Terpy em presenca de indometacina. Os valores de Enax do
Terpy passaram de 97,2 £ 2,8%, n=7 para 100,5 + 1,0%, n=6. Os valores de pD, na
auséncia do inibidor foram 5,16 + 0,14, n=7 e na presenca 5,06 + 0,07, n=6.

Portanto, a sobreposi¢gdo das curvas apresentadas nas figuras 12 e 13
sugerem que os derivados do acido araquidénico metabolizados pela COX nao
interferem no mecanismo celular de relaxamento do musculo liso de traquéia gerado

pelo Terpy ou NPS.
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Figura 13: Efeito da indometacina sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy antes e depois (20 min) da
incubagdo com indometacina (10 uM) e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

4.5.2 Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel (ODQ) sobre o
relaxamento induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS ou Terpy na auséncia
e na presenca (incubado por 20 min) do ODQ (1 pM) estédo apresentados nas figuras
14 e 17.

Na presenca desse inibidor, o NPS apresentou sua resposta maxima
diminuida de 55,1 + 5,5%, n=5 para 35,0 * 7,7%, n=7, uma reducédo de cerca de
36%. Esses dados apresentam diminuicdo significativa (P<0,05) e estao
apresentados nas figuras 14 e 15. Os valores de pD;, reduziram 14,5%, quando
passaram de 6,07 £ 0,03, n=5 para 5,19 £ 0,21, n=7 na presengca de ODQ,
evidenciando um deslocamento da curva para a direita. Esses resultados sao

significativos (P<0,01) e estdo apresentados na figura 16.
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Figura 14: Efeito do ODQ sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS antes e depois da incubacdo por 20 min
com ODQ (1 pyM) em preparagdes pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias +
EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 15: Efeito maximo do NPS na presenca de ODQ. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no Enax do relaxamento provocado pelo NPS na presencga e na auséncia de
OoDQ (1 uM, 20 min) e pré-contraidas com carbacol em traquéias de ratos. Diferencga estatistica: *P<
0,05.
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Figura 16: Poténcia do NPS na presenca de ODQ. Barras verticais representam a média £+ EPM do
pD, do NPS na presenca e na auséncia de ODQ (1 yM, 20 min) e pré-contraidas com carbacol em
traquéias de ratos. Diferenca estatistica: ** P< 0,01.
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O percentual de relaxamento produzido pelo Terpy na auséncia e na
presenca (20 min) de ODQ (1 uM) estéo apresentados na figura 17.

O inibidor ndo apresentou variagédo significativa na resposta maxima do
Terpy. Os valores de Enax na auséncia de ODQ foram 97,2 + 2,8%, n=7, e na
presenca deste 98,7 £ 1,3%, n= 5. Os valores de pD, também nao apresentaram
diferenca significativa. Na auséncia de ODQ os valores de pD, encontrados foram
5,16 + 0,14, n=7 e na presencga 5,22 + 0,11, n= 5, ndo havendo, portanto, alteracéo

na poténcia do Terpy.
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Figura 17: Efeito do ODQ sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy antes e depois da incubag&o por 20 min
com ODQ (1 pM) em preparagdes pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias +
EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

4.5.3 Efeito do inibidor das fosfodiesterases (IBMX) sobre o relaxamento
induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) de IBMX (10 uM) estéo apresentados nas figuras 18 e 19.

O IBMX provocou aumento significativo (P<0,001) na resposta maxima do
NPS de cerca de 53% (figura 19). Os valores de Enax ha auséncia de IBMX foram
55,1 £ 5,5%, n=5 e na presenca deste 84,6 + 3,0%, n=4.

Os valores de pD, também apresentaram aumento significativo de 9,8%
(P<0,001) como apresentado na figura 20. Na auséncia de IBMX os valores

encontrados foram 6,01 + 0,06, n=6 e na presenca 6,6 + 0,11, n=4.
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Figura 18: Efeito do IBMX sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragédo-efeito cumulativas para NPS na presenga (20 min) ou auséncia de IBMX
(10 pM) e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante
expressos em porcentagem.
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Figura 19: Efeito maximo do NPS na presen¢a de IBMX. Barras verticais representam a média
EPM dos valores obtidos no E..x do relaxamento em traquéias de ratos provocado pelo NPS na
presenca (20 min) ou auséncia de IBMX (10 uM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica:

*** P<0,001.
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Figura 20: Poténcia do NPS na presencga de IBMX. Barras verticais representam a média + EPM
dos valores do pD, do NPS em traquéias de ratos ap6s incubagéo (20 min) com IBMX (10uM) e pré-
contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: *** P< 0,001.
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A figura 21 apresenta o percentual de relaxamento produzido pelo Terpy
na auséncia e na presenca (20 min) de IBMX (10 uM) em preparagbes pré-

contraidas com carbacol.
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O inibidor da fosfodiesterase nédo apresentou variacao significativa para a
resposta maxima do Terpy. Na auséncia de IBMX os valores de Ena foram 97,2 +
2,8%, n=7 e na presenca 96,0 + 1,6%, n=4.

Para o pD,, na auséncia do inibidor os valores foram 5,16 + 0,14, n=7 e
na presenca 5,70 + 0,035, n=4, deslocando a curva para a esquerda, mostrando

haver aumento significativo (P<0,01), como apresentado na figura 22.
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Figura 21: Efeito do IBMX sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para Terpy na presenca (20 min) ou auséncia de
IBMX (10 uM) em traquéias e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM do

efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 22: Poténcia do Terpy na presenga de IBMX. Barras verticais representam a média + EPM
dos valores de pD, do Terpy na presencga (20 min) ou auséncia de IBMX (10 uM) em traquéias de
ratos e pré-contraidos com carbacol. Diferenga estatistica: ** P< 0,01.

4.5.4 Efeito do bloqueador nao-seletivo de canais de potassio (TEA) sobre o
relaxamento induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia

O percentual de relaxamento produzido pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) do TEA (5 mM) estéo apresentados nas figuras 23 e 24.
O TEA provocou aumento significativo (P<0,05) na resposta maxima do

NPS de cerca de 49% (figura 23). Os valores de Emnax na auséncia de TEA foram
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55,1 £+ 5,5 %, n=5 e na presenca deste 82,4 + 5,8%, n=8. Os valores de pD, ndo
apresentaram diferenga significativa. Os valores para NPS passaram de 6,07 + 0,03,
n=5 para 6,86 + 0,39, n=8.

0
et
& 254
£
L]
s 50
0
(12
® ™1 = Controle 1
1004 A TEA
8 7 6 5 4
Log NPS [M]

Figura 23: Efeito do TEA sobre o relaxamento do NPS em traquéias isoladas de ratos. Curvas
concentracao-efeito cumulativas para NPS na presenca (20 min) ou auséncia de TEA (5 mM) em
preparag¢des pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante
expressos em porcentagem.
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Figura 24: Efeito maximo do NPS na presenca de TEA. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no Emax do relaxamento provocado pelo NPS em traquéias de ratos na

Ere%egga (20 min) ou auséncia de TEA (5 mM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: *
<0,05.

Os percentuais de relaxamento produzido pelo Terpy na auséncia e na
presenca (20 min) do TEA estdo apresentados nas figuras 25 e 26.

O TEA provocou diminuigao significativa (P<0,01) na resposta maxima do
Terpy de cerca de 32% (figura 26). Os valores de Enax na auséncia de TEA foram
97,2 + 2,8%, n=7 e na presenca deste 66,1 + 7,7%, n=11.
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Os valores de pD, ndao apresentam diferenca significativa. Na auséncia do
TEA, os valores encontrados foram 5,16 + 0,14, n=7 e na presenca 4,30 = 0,40,
n=11.
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Figura 25: Efeito do TEA sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy na presenga (20 min) ou auséncia de TEA
(5 mM) em preparagbes pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM do
efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 26: Efeito maximo do Terpy na presenca de TEA. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no E.« do relaxamento provocado pelo Terpy na presenga (20 min) ou
auséncia de TEA (5 mM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica:
** P<0,01.

4.5.5 Efeito do inibidor seletivo da guanilato ciclase (ODQ) associado ao
bloqueador nao-seletivo de canais de potassio (TEA) sobre o relaxamento
induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia.

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) de TEA (5 mM) e de ODQ (1 uM) estéo apresentados nas figuras
27 e 28.

A associagdo do TEA com ODQ provocou diminuicdo significativa

(P<0,01) na resposta maxima do NPS (figura 28) de cerca de 42%. O valor de Emax
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na auséncia dos inibidores foi 55,1 + 5,5 %, n=5 e na presenca destes 32,1 + 4,1%,
n=8.

Os valores de pD; ndo apresentaram diferencga significativa. Na auséncia
de TEA e ODQ, os valores encontrados foram 6,07 + 0,03, n=5 e na presencga 5,62 +

0,19, n=8. o
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Figura 27: Efeito da associacdao de TEA+ODQ sobre o relaxamento induzido pelo NPS em
traquéias isoladas de ratos. Curvas concentragédo-efeito cumulativas para NPS na presenca (20
min) ou auséncia de ODQ (1 yM) e TEA (5 mM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol.
Os pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 28: Efeito maximo do NPS em presengca de TEA+ODQ. Barras verticais representam a
média + EPM dos valores obtidos no Emax do relaxamento provocado pelo NPS em traquéias de
ratos incubadas na presenca (20 min) ou auséncia de ODQ (1 pM) e TEA (5 mM) e pré-contraidas
com carbacol. Diferencga estatistica: ** P< 0,01.

Os percentuais de relaxamento produzido pelo Terpy na auséncia e na

presenca de TEA e de ODQ estdo apresentados na figura 29 e 30.
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A associaggo do TEA (5 mM) com ODQ (1 upM) modificou
significativamente a resposta maxima do Terpy (P<0,01, figura 30). O valor de Emax
na auséncia do bloqueador/inibidor foi 97,2 + 2,8%, n=7 e na presenca destes 84,6 +
6,61%, n=5. Ja os valores de pD, apresentaram diminui¢éo significativa (p<0,05) de
acordo com a figura 31. Na auséncia de TEA e ODQ os valores encontrados foram
5,16 £ 0,14, n=7 e na presenca 4,54 + 0,07, n=5, gerando um deslocamento da

curva para a direita.
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Figura 29: Efeito da associagcdao de TEA+ODQ sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em
traquéias isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy na presenga (20
min) ou auséncia de TEA (5 mM) e ODQ (1 uM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol.
Os pontos representam médias £ EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 30: Efeito maximo do Terpy na presenga de TEA+ODQ. Barras verticais representam a
média + EPM dos valores obtidos no E,,.x do relaxamento provocado pelo Terpy na presenca (20 min)
ou auséncia de ODQ (1 uyM) e TEA (5 mM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol.
Diferenca estatistica: ** P< 0,01.



44

N
1

pD2 (-Log ECs5p)
N

Controle ODQ+TEA

Figura 31: Poténcia do Terpy na presenga da associagdo de TEA+ODQ. Barras verticais
representam os valores de pD, do Terpy em traquéias de ratos na presenga (20 min) ou auséncia de
ODQ (1 uM) e TEA (5 mM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: * P< 0,05.

4.6 EFEITO DE DIFERENTES BLOQUEADORES SELETIVOS DE CANAIS DE
POTASSIO SOBRE O RELAXAMENTO INDUZIDO PELO NPS E PELO TERPY EM
TRAQUEIAS

4.6.1 Efeito do bloqueador dos canais de K" tipo retificador (Kir), BaCl, sobre o
relaxamento induzido pelo NPS e pelo Terpy em traquéia

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) de cloreto de bario (BaCly,) (30 uM) estdo apresentados nas
figuras 32 e 33.

O bloqueador dos canais de potassio do tipo retificador (Kir) apresentou
diminuicao significativa (P<0,001) para o efeito maximo, uma reducédo de cerca de
57% (figura 33). O Enax Na auséncia do BaCl, apresentou valores de 55,1 + 5,5%,
n=5 e na presenga 23,6 + 6,8%, n=4. Para o pD,, os valores passaram de 6,07 %

0,03, n=5 para 6,18 £ 0,12, n=4, portanto, sem diferenca significativa.
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Figura 32: Efeito do BaCl, sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragéo-efeito cumulativas para NPS na presencga (20 min) ou auséncia de BaCl,
(30 uM) em traquéia de rato e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM
do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 33: Efeito maximo do NPS na presenca de BaCl,. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no E.x do relaxamento provocado pelo NPS em traquéias de ratos na
presencga (20 min) ou auséncia de BaCl, (30 uM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica:
*** P<0,001.

As figuras 34 e 35 apresentam o percentual de relaxamento produzido
pelo Terpy na auséncia e na presenca (20 min) de BaCl, (30 uM) em preparacdes
pré-contraidas com carbacol.

O blogueador dos canais Kgr apresentou diminuigdo significativa
(P<0,001) tanto para o efeito maximo, reducao de 48%, (figura 35) quanto para a
poténcia do Terpy, reducdo de 11%, (figura 36). O Enax na auséncia do BaCl,
apresentou valores de 97,2 + 2,8%, n=7 e na presenca 50,1 + 7,5%, n=5. Para o

pD,, os valores passaram de 5,16 £ 0,14, n=7 para 4,57 + 0,027, n=5.
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Figura 34: Efeito do BaCl, sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para Terpy na presenca (20 min) ou auséncia de

BaCl, (30 uM) em traquéia de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias *
EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 35: Efeito maximo do Terpy na presenga de BaCl,. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no E,.x do relaxamento provocado pelo Terpy em traquéias de ratos na
presenca (20 min) ou auséncia de BaCl, (30 uM) e pré-contraidas com carbacol. Diferencga estatistica:
*** P<(0,001.
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Figura 36: Poténcia do Terpy na preseng¢a de BaCl,. Barras verticais representam a média + EPM
dos valores do pD, do Terpy na presenga (20 min) ou auséncia de com BaCl, (30 uM) em traquéias
de ratos e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: *** P< 0,001.
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4.6.2 Efeito do bloqueador dos canais de K' dependentes de ATP (Katp),
glibenclamida sobre o relaxamento induzido pelo NPS e pelo Terpy em

traquéia

Os percentuais de relaxamento produzidos pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) de glibenclamida (3 yM) estdo apresentados na figura 37.

O bloqueador dos canais de potassio dependentes de ATP (Karp) ndo
apresentou diferenca significativa para o efeito maximo do NPS. O E,.x na auséncia
da glibenclamida apresentou valores de 55,1 £ 5,5%, n=5 e na presenca 51,5 +
9,3%, n=5.

Para o pD,, os valores passaram de 6,07 £ 0,03, n=5 para 6,25 + 0,086,

n=5, um aumento significativo (P<0,01) representado na figura 38.
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Figura 37: Efeito da glibenclamida sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragcdo-efeito cumulativas para NPS na presenca (20 min) ou
auséncia de glibenclamida (3 uM) em traquéia de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 38: Poténcia do NPS na presencga de glibenclamida. Barras verticais representam a média
+ EPM dos valores do pD, do NPS em traquéias de ratos antes na presenga (20 min) ou auséncia de
glibenclamida (3 uM) e pré-contraidas com carbacol em traquéias de ratos. Diferenca estatistica: **

P<0,01.
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As figuras 39 e 40 apresentam os percentuais de relaxamento produzido
pelo Terpy na auséncia e na presenca (20 min) de glibenclamida (3 pM) em
preparagdes pré-contraidas com carbacol.

O bloqueador dos canais Katp apresentou diminuicdo significativa
(P<0,001) tanto para o efeito maximo, reducdo de 39% (figura 40), quanto para a
poténcia, reducédo de 9,7% (figura 41). O Enax nha auséncia da glibenclamida
apresentou valores de 97,2 £ 2,8%, n=7 e na presenca 59,3 + 14,0%, n=5. Para o

pD,, os valores passaram de 5,16 £ 0,14, n=7 para 4,66 + 0,043, n=5.
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Figura 39: Efeito da glibenclamida sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy na presenga (20 min) ou
auséncia de com glibenclamida (3 pM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol. Os
pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 40: Efeito maximo do Terpy na presen¢a de glibenclamida. Barras verticais representam a
média + EPM dos valores obtidos no E,,.x do relaxamento provocado pelo Terpy na presenca (20 min)
ou auséncia de glibenclamida (3 uM) em traquéia de ratos pré-contraidas com carbacol. Diferenga
estatistica: *** P< 0,001.
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Figura 41: Poténcia do Terpy na presenca de glibenclamida. Barras verticais representam a
média + EPM dos valores do -Log da ECsq do Terpy na presenca (20 min) ou auséncia de
glibenclamida (3 pM) em traquéias de ratos e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: ***

P< 0,001

4.6.3 Efeito do bloqueador dos canais de K* dependente de voltagem (K,), 4-
aminopiridina (4-AP) sobre o relaxamento induzido pelo NPS e pelo Terpy em
traquéia

Os percentuais de relaxamento produzidos pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) 4-AP (1 mM) estdo apresentados nas figuras 42 e 43.

O 4-AP aumentou significativamente (P<0,001) tanto o efeito maximo,
aumento de cerca de 74% (figura 43), quanto para a poténcia, aumento de 5,4%
(figura 44). O Enax na auséncia do 4-AP apresentou valores de 55,1 + 5,5%, n=5 e
na presencga 96,2 + 2,1%, n=5. Para o pD,, os valores passaram de 6,07 + 0,03, n=5

para 6,40 + 0,067, n=5.
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Figura 42: Efeito do 4-AP sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragédo-efeito cumulativas para NPS na presenca (20 min) ou auséncia de 4-AP
(1 mM) em traquéia de ratos e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM
do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 43: Efeito maximo de NPS na presencga de 4-AP. Barras verticais representam a média *
EPM dos valores obtidos no E,., do relaxamento provocado pelo NPS em traquéia de ratos na
presenca (20 min) ou auséncia de 4-AP (1 mM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica:
*** P<0,001.
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Figura 44: Poténcia do NPS na presenca de 4-AP. Barras verticais representam a média + EPM
dos valores do -Log da ECsy do NPS na presenga (20 min) ou auséncia de com 4-AP (1 mM) em
traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: *** P< 0,001.

As figuras 45 e 46 apresentam o percentual de relaxamento produzido
pelo Terpy na auséncia e na presenca (20 min) de 4-AP (1 mM) em preparacdes
pré-contraidas com carbacol.

O 4-AP induziu diminuicdo significativa (P<0,01) tanto para o efeito
maximo, reducéo de 9,2% (figura 45) quanto para a poténcia (P<0,001), reducéo de
15% (figura 47). O Emax Na auséncia do 4-AP apresentou valores de 97,2 + 2,82%,
n=7 e na presencga 88,2 £ 2,4%, n=4. Para o pD,, os valores passaram de 5,16 +
0,14, n=7 para 4,39 + 0,12, n=4.
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Figura 45: Efeito do 4-AP sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentragao-efeito cumulativas para Terpy na presenca (20 min) ou auséncia de 4-AP
(1 mM) em traquéias e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM do efeito
relaxante expressos em porcentagem.

100+
’6‘ Kk
-
g 75
£
©
X
)
S 50-
14
)
= 25-
©
£
w

0

Controle 4-AP
Figura 46: Efeito maximo do Terpy na presenga de 4-AP. Barras verticais representam a média *

EPM dos valores obtidos no Emax do relaxamento provocado pelo Terpy em traquéias de ratos na
presenca (20 min) ou auséncia de 4-AP (1 mM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica:
** P<0,01. 6-
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Figura 47: Poténcia do Terpy na presencga de 4-AP. Barras verticais representam a média + EPM
dos valores do pD, do Terpy em traquéias de ratos ap6s na presenga (20 min) ou auséncia de 4-AP
(1 mM) e pré-contraidas com carbacol. Diferencga estatistica: *** P< 0,001.
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4.6.4 Efeito do bloqueador dos canais de K' ativados por Ca* de baixa
condutancia (SKca), Apamina (APA), sobre o relaxamento induzido pelo NPS e
pelo Terpy em traquéia

O percentual de relaxamento produzido pelo NPS na auséncia e na
presenca (20 min) APA (0,5 uM) estao apresentados nas figuras 48 e 49.

A APA reduziu significativamente (P<0,01) o efeito maximo do NPS em
cerca de 38% (figura 49). O Enax na auséncia do bloqueador foi $5,1 £ 5,5%, n=5 e
na presenca 34,3 + 7,5%, n=4. Para o pD,, ndo houve variagéo significativa, os
valores na auséncia do APA foram de 6,07 + 0,03, n=5 e na presenca 5,72 + 0,73,
n=4.
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Figura 48: Efeito da apamina sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas de
ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para NPS na presencga (20 min) ou auséncia de APA
(0,5 uyM) em traquéia de ratos e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias + EPM
do efeito relaxante expressos em porcentagem
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Figura 49: Efeito maximo de NPS na presenga de apamina. Barras verticais representam a média
+ EPM dos valores obtidos no E.x do relaxamento provocado pelo NPS em traquéia de ratos na
presencga (20 min) ou auséncia de APA (0,5 uM) e pré-contraidas com carbacol. Diferenca estatistica:
** P<0,01.
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A figura 50 apresenta o efeito relaxante produzido pelo Terpy na auséncia
e na presenca (20 min) da APA (0,5 pM). A presenca desse inibidor ndo modificou o
perfil de relaxamento do Terpy ou mesmo a sua poténcia. Os valores de Enax na
auséncia da APA foram 97,2 £ 2,8%, n=7 e na presenca 99,3 + 1,5%, n=4. Os
Valores de poténcia na auséncia da APA foram 5,16 + 0,14, n=7 e na presenca 4,97

+ 0,11, n=4.

754

% Relaxamento
(@3]
?

-o— (Controle

1004 * Apamina

-8 -7 -6 -5 -4
Log Terpy [M]

Figura 50: Efeito da apamina sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias isoladas
de ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para Terpy antes na presenga (20 min) ou
auséncia de APA (0,5 pM) em traquéias e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

4.6.5 Efeito do bloqueador dos canais de K' ativados por Ca?* de alta
condutancia (BKc,), Iberiotoxina (IBTX), sobre o relaxamento induzido pelo
NPS e pelo Terpy em traquéia

As figuras 51 e 52 apresentam o percentual de relaxamento produzido
pelo NPS e pelo Terpy, respectivamente, na auséncia e na presenca (20 min) de
IBTX (0,1 uM) em preparagdes pré-contraidas com carbacol.

A presenca da IBTX ndo modificou o perfil de relaxamento de ambos
doadores, ndo havendo variacao significativa de Ennax € pD2. De acordo com a figura
51, 0 Emax do NPS na auséncia de IBTX apresentou valores de 55,1 £ 5,5%, n=5 e
na presenca 59,5 + 8,3%, n=4. Os valores de pD, na auséncia do bloqueador foram
de 6,07 £ 0,03, n=5 e na presenca 6,10 £ 0,21, n=4.

Como observado na figura 52 o Emax do Terpy na auséncia de IBTX foi
97,2 £ 2,8%, n=7 e na presenca 99,3 + 1,5%, n=4. Para o pD5, os valores passaram
de 5,16 £ 0,14, n=7 para 4,98 + 0,11, n=4.
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Figura 51: Efeito da iberiotoxina sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas
de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS na presenga (20 min) ou auséncia de
IBTX (0,1 pM) em traquéia de ratos e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam médias +
EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem
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Figura 52: Efeito da iberiotoxina sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragido-efeito cumulativas para Terpy na presenga (20 min) ou
auséncia de IBTX (0,1 uM) em traquéias e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

4.7 EFEITO DO INFLUXO DE Cq2+ SOBRE O RELAXAMENTO INDUZIDO PELO
NPS E PELO TERPY EM TRAQUEIAS

4.7.1 Em presencga de carbacol
A resposta contratii ao aumento subsequente de CaCl, na solugéo de

Krebs em traquéia (ap6s a deplecdo dos estoques intracelulares de Ca2+) na

presencga de carbacol (0,5 uM) pode ser vista nas figuras 53 e 54.
A resposta contratil (% dos valores contrateis obtidos com KCI 75 mM) do

grupo controle apresentou valores de Enax 118 + 6,0%, n=5. O grupo incubado com
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NPS 100 pM por 20 min apresentou uma reducéo da contragdo maxima de 35%,
(77,0 £ 9,6%, n=5) e o grupo incubado com Terpy 100 uM por 20 min uma reduc¢ao
de 77% (27,4 + 4,1%, n=4). Essas redugdes no efeito maximo séo significativas

(P<0,001) e estao apresentadas na figura 54.
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Figura 53: Curva de contragdo para Cca® em presenga de carbacol em traquéias isoladas de
ratos. A figura representa a resposta contratil a concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia
(controle) e na presencga (20 min) de NPS ou Terpy 100 uM em presenca de carbacol. Os pontos
representam médias + EPM da resposta contratil expressos em porcentagem em relagdo a maxima
contracao exercida por 75 mM de KCI.
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Figura 54: Efeito maximo da curva contragdao para ca® Resposta contratii maxima a
concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia (controle) e na presenca (20 min) de NPS ou Terpy
(100 uM) em presenca de carbacol. As barras verticais representam a média £+ EPM da resposta
contratil expressos em porcentagem em relagdo a maxima contragdo exercida por 75 mM de KCI.
Diferenca estatistica: *** P<0,001 em relagdo ao controle; ### P<0,001 comparagdo entre NPS e
Terpy.
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4.7.2 Em presenga de KCI 75 mM

A resposta contratil ao aumento subsequente de CaCl, na solugao de
Krebs em traquéia na presenca de KCI (75 mM) pode ser vista nas figuras 55 e 56.

A resposta contratil (% dos valores contrateis obtidos com KCI 75 mM) do
grupo controle apresentou valores de Epax 110 £ 11,4%, n=5. O grupo incubado com
NPS 100 uM por 20 min apresentou reducdo significativa (P<0,05) de 33% na
contracédo maxima (74,0 £ 7,8%, n=5) e o grupo incubado com Terpy 100 yM por 20
min uma reducéo significativa (P<0,05) de 42% (64,0 £ 12,4%, n=4).
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Figura 55: Curva de contragédo para Ca* em presenca de KCI 75 mM em traquéias isoladas de
ratos. A figura representa a resposta contratil a concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia
(controle) e na presenca (20 min) de NPS ou Terpy 100 uM em presencga de solugéo de Krebs com
KCI 75 mM. Os pontos representam médias + EPM da resposta contratil expressos em porcentagem
em relacdo & maxima contragédo exercida por 75 mM de KCI.
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Figura 56: Efeito maximo da curva contragdo para ca® Resposta contratii maxima a
concentragdes cumulativas de CaCl, na auséncia (controle) e na presenca (20 min) de NPS ou Terpy
(100 pM) em solucdo de Krebs contendo KCI (75 mM). As barras verticais representam a média *
EPM da resposta contratil expressos em porcentagem em relagdo a maxima contragéo exercida por
75 mM de KCI. Diferenca estatistica: * P<0,05
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48 EFEITO DA CAPTACAO DE CA* INTRACELULAR DO RETICULO
SARCOPLASMATICO E DA MITOCONDIA

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS ou Terpy na auséncia
e na presenga (20 min) do inibidor da bomba de Ca?*-ATPase reticulo
sarcoplamatico tapsigargina (1 pM) estdo apresentados na figura 57 e 58,
respectivamente.

A tapsigargina ndo provocou variagao significativa nem para a resposta
maxima nem para o pD, do NPS. Os valores de Enax na auséncia do inibidor foram
55,1 £ 5,5%, n=5, e na presenca deste 454 * 3,9%, n=5. Na auséncia de
tapsigargina os valores de pD, encontrados foram 6,07 + 0,03, n=5 e na presenca

6,05+ 0,11, n=5
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Figura 57: Efeito da tapsigargina sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias isoladas
de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS na presencga (20 min) ou auséncia de
tapsigargina (1 yM) em traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

Também n&o houve variagdo significativa nem para a resposta maxima
nem para o pD, do Terpy em presenca de tapsigargina. Os valores de Enax do Terpy
passaram de 97,2 + 2,8%, n=7 para 99,4 + 3,0%, n=6. Os valores de pD, na
auséncia do inibidor foram 5,16 + 0,14, n=7 e na presenca 5,34 + 0,17, n=6.

Portanto, a sobreposicdo das curvas apresentadas nas figuras 57 e 58
sugerem que a cpatagdo de calcio pela bomba Ca®*-ATPase n&o interfere no
mecanismo celular de relaxamento do musculo liso de traquéia gerado pelo Terpy ou
NPS.
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Figura 58: Efeito da tapsigargina sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy na presenga (20 min) ou
auséncia de tapsigargina (1 pM) em traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

Os percentuais de relaxamento produzido pelo NPS ou Terpy na auséncia
e na presenca (20 min) do inibidor do uniporter da mitocéndria Ruthenium Red (10
MM) estédo apresentados na figura 59 e 60, respectivamente.

Esse inibidor ndo provocou variagdo significativa nem para a resposta
maxima nem para o pD, do NPS. Os valores de Enax na auséncia do inibidor foram
55,1 + 5,5%, n=5, e na presenca deste 54,7 £ 7,4%, n=4. Na auséncia de ruthenium
red os valores de pD, encontrados foram 6,07 + 0,03, n=5 e na presenca 6,13 %

0,09, n=4.
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Figura 59: Efeito do Ruthenium Red sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentracdo-efeito cumulativas para NPS na presenca (20 min) ou
auséncia de Ruthenium Red (10 uM) em traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Da mesma maneira, ndo houve variagéo significativa nem para a resposta
maxima nem para o pD, do Terpy em presenca de Ruthenium Red (figura 60). Os
valores de Emax do Terpy passaram de 97,2 + 2,8%, n=7 para 97,7 £ 1,3%, n=5. Os
valores de pD, na auséncia do inibidor foram 5,16 + 0,14, n=7 e na presenca 4,94 +
0,07, n=5.

Portanto, a sobreposigdo das curvas apresentadas nas figuras 58 e 59
sugerem que a capatacdao de calcio pelo uniporter mitocondrial ndo interfere no
mecanismo celular de relaxamento do musculo liso de traquéia gerado pelo Terpy ou

NPS.
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Figura 60: Efeito do Ruthenium Red sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias
isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para na presenca (20 min) ou auséncia

de Ruthenium Red (10 pM) em fraquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

4.9 EFEITO DO EPITELIQ SOBRE O RELAXAMENTO INDUZIDO PELO NPS E
PELO TERPY EM TRAQUEIAS

As figuras 61 e 62 representam as curvas de relaxamento produzidas pelo
NPS em traquéias pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) intactas (E+) e sem o
epitélio (E-).

Para o NPS o E .« das traquéias intactas foi 55,1 £ 5,5%, n=5 e para as
sem epitélio 31,0 + 3,8%, n=4, uma reducdo de 44%, portanto, ha reducgéo
significativa (P<0,001). Para o pD,, os valores passaram de 6,07 + 0,03, n=5 para

6,12 £ 0,09, n=4, sem variacéao significativa.
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Figura 61: Participagao do epitélio sobre o relaxamento induzido pelo NPS em traquéias de
ratos pré-contraidas com carbacol. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para NPS em
traquéias intactas (E+) e sem o epitélio (E-) e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.
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Figura 62: Participagdo do epitélio no efeito maximo do NPS. Barras verticais representam a
média £ EPM dos valores obtidos no E.x provocado pelo NPS em traquéias intactas (E+) e sem o
epitélio (E-) e pré-contraidas com carbacol. Diferenga estatistica: *** P< 0,001

Para o Terpy, a figura 63, representa a participacdodo epitélio no
relaxamento de traquéias. O efeito maximo das preparagcbes com epitélio intacto foi
97,2 £ 2,8%, n=7 e as preparagbes sem epitélio apresentou resposta maxima de
96,6 + 2,2%, n=4. Esses dados n&o apresentam variacéo significativa, assim como

os valores de pD,, que passaram de 5,16 + 0,14, n=7 para 4,82 + 0,13, n=4.
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Figura 63: Participacdao do epitélio sobre o relaxamento induzido pelo Terpy em traquéias de
ratos pré-contraidas com carbacol. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terpy em
traquéias intactas (E+) e sem o epitélio (E-) e pré-contraidas com carbacol. Os pontos representam
médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

A figura 64 apresenta fotografias de corte histologico tirada de
microscopio 6tico no aumento original de 40X. A fotografia A € um corte de traquéia
de rato revestida por epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado e a B evidencia-se
a auséncia de epitélio. As figuras A e B apresentam uma camada de musculo liso
(ML) caracterizada por células alongadas e nucleo achatado. No caso da foto A,
essa camada se encontra imediatamente abaixo do epitélio. Abaixo do ML encontra-
se uma espessa camada de cartilagem hialina. Posterior a essa camada encontra-se

outra camada de ML e de cartilagem com inumeros fibroblastos e fibras colagenas.

Figura 64 A e B: Fotomicroscopia de corte histolégico transversal de tecido traqueal de rato
evidenciando presenga (A) e auséncia (B) de epitélio de revestimento. Coloragcdo de
Hematoxilina e Eosina (H&E); aumento original de 40X. E - epitélio; ML - musculo liso.
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4.10 AVALIACAO DE UM POSSIVEL EFEITO SINERGICO COM TERBUTALINA

As figuras 65 e 66 representam as curvas de relaxamento produzidas pela
terbutalina em traquéias pré-contraidas com carbacol (0,5 uM) com 1 uM ou 0,1 uM
de NPS e Terpy respectivamente.

O relaxamento maximo da terbutalina em traquéias de ratos foi de 70,6%
1 9,8%, n=4. Quando a curva para terbutalina foi feita na presenca de 1 yM de NPS,
0 Emax foi 73,0% % 8,3%, n=4 e na presenca 0,1 yM de NPS o Ena foi 58,6% =
4,90%, n=5. Para a poténcia da terbutalina os valores encontrados foram 3,43 %
0,21, n=4. Quando a curva para terbutalina foi feita na presenca de 1 yM de NPS, o
pD, foi 3,95 + 0,31, n=4 e na presenca 0,1 uM de NPS o pD; foi 3,74 £+ 0,04, n=5.

Essas comparacgbes nao apresentaram variacéo significativa.
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Figura 65: Sinergismo: efeito do NPS sobre o relaxamento induzido pela Terbutalina em
traquéias isoladas de ratos. Curvas concentragao-efeito cumulativas para Terbutalina na auséncia
ou presenga (20 min) de NPS (1 uM e 0,1 uM) em traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os
pontos representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

O relaxamento maximo da terbutalina em traquéias de ratos foi de 70,6%
t* 9,8%, n=4. Quando a curva para terbutalina foi feita na presenca de 1 yM de
Terpy, 0 Emax foi 67,2% £ 4,5%, n=5 e na presenca 0,1 uM de Terpy 0 Enax foi 60,0%
+ 5,5%, n=4. Para a poténcia da terbutalina os valores encontrados foram 3,43 +
0,21, n=4. Quando a curva para terbutalina foi feita na presenca de 1 uM de Terpy, o
pD, foi 3,62 + 0,26, n=5 e na presenc¢a 0,1 uM de Terpy o pD, foi 3,60 + 0,09, n=4.

Essas comparagbes nao apresentaram variagéo significativa.
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Figura 66: Sinergismo: efeito do Terpy sobre o relaxamento induzido pela Terbutalina em
traquéias isoladas de ratos. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para Terbutalina na auséncia
ou presenca de Terpy (1 uM e 0,1 yM) em traquéias de ratos pré-contraidas com carbacol. Os pontos
representam médias + EPM do efeito relaxante expressos em porcentagem.

411 MEDIDAS DA CONCENTRAGAO CITOSOLICA DE Ca®** EM ANEIS DE
TRAQUEIAS DE RATO POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Usando microscopia confocal, examinou-se o efeito do Terpy e do NPS
(100 pM) sobre a concentragdo intracelular de Ca** ([Ca®'li) em musculo liso
traqueal de ratos na presenca de sonda sensivel ao calcio, Fluo 3-AM. A figura 67
apresenta a reducgéo da fluorescéncia do Fluo-3 apés a adigéo de Terpy ou NPS.

A reducdo da [Ca?']i em resposta ao Terpy foi significativamente maior
(p<0,05) do que a resposta ao NPS, uma reducédo de 62%. A diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia (% AFI) na presenga de NPS foi de -18,1 + 3,09%, n=4
e na presenca de Terpy -47,2 + 9,97%, n=4.
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Figura 67: Redugdo da concentragdo citosdlica de Ca® induzido pelo Terpy ou NPS em
musculo liso traqueal de ratos. A fluorescéncia do Fluo-3 em traquéias de ratos esta apresentada
no tempo igual a 0 (antes da adicdo dos doadores de NO), 90 e 180 s ap6s a adicdo do Terpy (100
UM, A, B, C, respectivamente) ou NPS (100 uM, D, E, F, respectivamente). (G) Indica a reducgéo da
[Ca®]i depois de 180s (% AFI). Diferencga estatistica *P <0,05.
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5 DISCUSSAO

O NO exerce importantes fungdes na modulagéo do ténus vascular, como
ativador enddgeno da enzima GCs no citoplasma das células do musculo liso, onde
tal ativacéo produz o segundo mensageiro GMPc, importante agente vasodilatador,
que em cascata ativa a PKG. A PKG é capaz de fosforilar varias proteinas que
podem levar a reducdo do [Ca*];, levando ao relaxamento (ARNOLD et al., 1977;
MCDANIEL et al., 1992). Stuart-Smith et al. (1998), indicam que em traquéias de
suinos o mecanismo pelo qual o NO leva ao relaxamento pode estar relacionado com
o0 aumento de GMPc. Porém, este relaxamento ndo é completamente dependente da
via GC/GMPc.

O NO também exerce efeitos celulares independentes do GMPc, como
ativacdo da bomba Na'/K*'ATPase, modulagéo de canais para K e redugdo da
sensibilidade a agentes vasoconstritores (BOLOTINA et al., 1994; KANAGY et al.,
1996; MISTRY & GARLAND, 1998; HOMER & WANSTALL, 2000).

Particularmente no sistema respiratério, o NO promove o relaxamento das
vias aéreas (ARNOLD et al., 1984), atuando especificamente sobre o musculo liso
traqueal (ZHOU & TORPHY, 1991; GASTON et al., 1994; STUART-SMITH et al.,
1994) e a maior fonte de NO nas vias aéreas ¢é o epitélio (FOLKERTS & NIJKAMP,
1998).

Existem controvérsias quanto a utilizagdo de NO no tratamento de doencas
do sistema respiratério. Alguns pesquisadores defendem sua utilizagdo por
observarem que o NO leva a broncodilatagdo em casos de asma (HOGMAN et al.,
1993; KACMAREK et al., 1996; REDINGTON, 2006) e outros nao favoraveis por
observarem que o NO exdgeno ndo modifica o tdbnus das vias aéreas de pacientes
asmaticos (PFEFFER et al., 1996).

Na tentativa de contribuir para essa discusséo, o presente trabalho
comparou o efeito relaxante de dois compostos doadores de NO,
[Ru(terpy)(bdq)NO*]** (Terpy) e Nitroprussiato de sodio (NPS) em traquéias isoladas
de ratos. Esses compostos tem sido estudados em artérias isoladas de ratos
(BONAVENTURA et al., 2007), entretanto, estudos em musculatura lisa ndo vascular
ainda nao haviam sido realizados. Com este trabalho, foi possivel verificar que o

mecanismo de ac&o do Terpy em traquéias isoladas exibe algumas particularidades
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em relagdo ao seu mecanismo de acédo em vasos isoladose também em relagédo ao
NPS.

Um dos propositos desse estudo foi avaliar a indugdo da resposta
relaxante em traquéias isoladas tanto do NPS quanto do Terpy a partir da pré-
contracdo com agonista colinérgico ou ap6s despolarizacdo da membrana com
solugdo de KCI. Foi observado que os dois doadores de NO foram capazes de
relaxar traquéias isoladas de ratos de forma concentracdo-dependente para essas
duas formas de contracdo. Para a pré-contragcao promovida pelo agonista colinérgico
carbacol, o relaxamento promovido pelo Terpy foi mais eficaz em comparagéo com o
relaxamento promovido pelo NPS.

O relaxamento maximo produzido pelo Terpy em traquéias isoladas de
ratos, pré-contraidas com carbacol, apresentou-se por volta de 100%. Entretanto,
para o NPS, o efeito maximo ficou por volta de 55%. O resultado com o NPS é
semelhante aos achados de Toque et al. (2010), que observaram que o NPS
apresenta efeito maximo por volta de 44% em traquéias isoladas de ratos pré-
contraidas com carbacol. Em traquéias isoladas de cobaias, Hjoberg et al. (1999),
observaram que o efeito maximo do NPS foi de aproximadamente 80%. Diante
disso, o efeito maximo do NPS em traquéias parece variar de acordo com as
diferentes condi¢cdes experimentais e espécies estudadas.

Os prostandides derivados do acido araquidénico via COX exercem
efeitos sobre o tbnus do musculo liso por mecanismos que levam a alteragcdes na
concentragdo de Ca?* citosdlico. A participacdo dessas substéncias poderia
contrabalancear os mecanismos de relaxamento dos dois doadores de NO. Estudos
tem mostrado que prostaglandinas modulam o tbénus das vias aéreas de
camundongos, (BALZARY & COCKS, 2006), coelhos (LARSEN et al., 2007), cobaias
(SHAAFSMA et al., 2007) e ratos (de SOUSA et al., 2010). Entretanto, nossos
resultados com indometacina (inibidor n&do seletivo da COX) mostraram uma
sobreposicao das curvas de relaxamento tanto do NPS quanto do Terpy com as
curvas controles (auséncia de indometacina), ndo havendo variagdo na poténcia
nem na eficacia das substancias testadas. Esses dados indicam que os derivados do
acido araquidonico metabolizados via COX nao interferem no relaxamento do
musculo liso traqueal de ratos induzido por ambos doadores de NO. Resultados
semelhantes foram encontrados por Marques et al. (1998), ao estudarem o

mecanismo celular de relaxamento do NPS em traquéias de cobaias, onde a
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indometacina n&o alterou o padrédo de relaxamento para o NPS e por Toque et al.
(2010), ao estudarem o efeito relaxante de uma analogo da enzima GCs em
traquéias isoladas de ratos, em que a presenca da indometacina ndo modificou o
perfil de relaxamento.

Estudos em musculo liso traqueal e brébnquico mostram que o principal
alvo do NO é a enzima GCs (ELLIS, 1997; HWANG et al., 1998). Entretanto, alguns
estudos sugerem que o NO pode causar relaxamento independente da ativacéo de
GMPc (STUART-SMITH et al., 1994; PERKINS et al., 1998; REDINGTON, 2006),
além da ativagdo dos canais para K* (BOLOTINA et al., 1994; PLANE et al., 1996;
MISTRY & GARLAND, 1998; HOMER & WANSTALL, 2000), levando a
hiperpolarizacéo e inibicdo de canais para Ca®* do tipo L (MIYOSHI et al., 1994). O
equilibrio na produgdo de GMPc se da pela acdo da GCs (que transforma GTP em
GMPc) e das PDEs (que degrada GMPc em GMP).

Neste trabalho, a via GCs/GMPc demonstrou ser a via mais importante
para o mecanismo celular de relaxamento do NPS. Com a inibicdo da GCs pelo
ODQ, tanto a poténcia quanto a eficacia desse farmaco foram diminuidas,
provavelmente por ndo haver produgéo suficiente de GMPc. A ativagao da GCs pelo
NO foi sugerida como mecanismo de agdo do NPS em traquéias de ratos (TOQUE
et al.,, 2010) e em traquéia de cobaias (ELLIS, 1997; HWANG et al., 1998, 1999).
Outros estudos também tem demonstrado que alguns doadores de NO, diferentes
do NPS, também atuam através da via GCs/GMPc em traquéias isoladas de cobaias
e caes, pois em presenca de ODQ, o relaxamento maximo dessas drogas foi
reduzido (MANG & KILBINGER, 2000; KWAK et al., 2006).

Nossos experimentos com o inibidor ndo seletivo das PDEs, IBMX,
corroboram com a suposi¢cdo de que o relaxamento induzido pelo NPS se da pela
ativacao da via GCs/GMPc, pois com a menor degradagdo de GMPc induzida pelo
IBMX, tanto a poténcia quanto a eficacia do NPS foram aumentados. Estudos
demostraram que as varias isoformas da PDEs foram identificadas no musculo liso
respiratorio (BARNES, 1995; RABE et al., 1995) e que a inibigdo destas pode levar
ao relaxamento do musculo liso traqueal em caes e cobaias (TANAKA et al., 1991;
ZHOU & TORPHY, 1991; TURNER et al., 1994; BERNAREGGI et al., 1999).

Entretanto, para o Terpy, a via GCs/GMPc parece n&o participar do
mecanismo celular de relaxamento ja que n&o houve variagdo da resposta maxima

quando a GCs foi inibida pelo ODQ ou apés inibicdo das PDEs pelo IBMX. Estes
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dados séo diferentes dos resultados relatados por Bonaventura et al. (2007), em
artéria de ratos, onde o ODQ reduz o efeito relaxante do Terpy, mostrando uma
maior dependéncia dessa via para o relaxamento em musculo liso vascular, diferente
dos resultados desse trabalho em musculo liso ndo vascular.

Quando as preparagbes de traquéias foram pré-contraidas com solugéo
de KCI 75 mM, a eficacia no relaxamento dos dois doadores estudados foi
semelhante entre si. Comparando o relaxamento maximo do NPS diante da
contracao do carbacol e da solugao de KCI observamos que o relaxamento nao foi
alterado. Entretanto, quando comparamos o relaxamento maximo do Terpy
observamos uma grande redugc&o no Enax para contragdo com solugéo de KCI 75
mM. Portanto, a despolarizacdo de membrana prejudica muito o relaxamento
induzido pelo Terpy, mostrando que a ativacdo dos canais de K' é uma via
importante no efeito deste composto.

Fisiologicamente, os canais de K* exercem o seu efeito permitindo o
efluxo de ions K™ do interior da célula muscular através da membrana plasmatica
com a finalidade de manter o equilibrio entre cargas positivas e negativas. Como
ferramenta farmacoldgica, altas concentracdes desse ion no liquido extracelular
(solugéo de KCI 75 mM) levam a inativagdo desses canais, ja que estes ndo atuam
contra o gradiente de concentragdo. O acumulo de ions K* no interior da célula
muscular leva a despolarizagdo e consequente abertura de canais de Ca®"
dependentes de voltagem (NELSON & QUAYLE, 1995). O aumento da [Ca®'] tem
como resultado a contracdo da fibra muscular. Essa contracdo independe da
ativagcéo de receptores. Diante desses pressupostos e dos resultados obtidos com a
contracao em presenca de KCIl 75mM, sugerimos que haja participacdo dos canais
de K" no efeito do Terpy sobre o musculo liso traqueal, ja que houve redugdo do seu
efeito maximo. O mesmo n&o ocorreu para o NPS, indicando que os canais de K*
tem menor participacédo no relaxamento promovido por este farmaco.

A ativagdo dos canais de K leva a retirada de K* do interior das células e
consequente hiperpolarizagdo da membrana do musculo liso. Esse mecanismo de
ativagéo dos canais de K* é induzido pelo NO e pode ocorrer independente da agéo
dos nucleotideos ciclicos, como o GMPc (BOLOTINA et al.,, 1994; PLANE et al.,
1996; MISTRY & GARLAND, 1998; HOMER & WANSTALL, 2000). O estudo com o
TEA (bloqueador nio seletivo de canais de K*) levou a redugéo da eficacia do

relaxamento induzido pelo Terpy, indicando novamente que os canais de K* tem
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importante participagcdo no mecanismo de agdo desse doador de NO em musculo
liso traqueal. Estes resultados corroboram com os dados apresentados nos
experimentos realizados com KCI 75 mM. Nés observamos aqui que a ativagéo dos
canais de K independe de GMPc, uma vez que o ODQ, inibidor da GCs, no
modificou o perfil de relaxamento do Terpy. A participacéo dos canais de K* também
foi verificada em musculo liso vascular, onde o TEA reduz a poténcia do Terpy
(BONAVENTURA et al., 2007). Outros estudos apontam que em traquéias de
cobaias e de bovinos, o TEA reduziu o relaxamento induzido por varias substancias
com propriedades relaxantes que usam a via GCs/GMPc (NAKAHARA et al., 2000;
WU et al., 2004; LIN et al., 2006).

Ja para o NPS, os resultados com TEA apresentaram-se inesperados,
pois houve aumento tanto da eficacia quanto da poténcia dessa droga na presenca
do bloqueador. Sugerimos que esse efeito possa ser atribuido ao fato de que, além
de bloquear canais de K*, o TEA esteja promovendo outros efeitos celulares como
discutido adiante.

Uma vez que dados da literatura apontam que os principais mecanismos
envolvidos no relaxamento dos doadores de NO envolvem a via GCs/GMPc e os
canais de K, avaliamos o efeito quando esses dois mecanismos estivessem
conjuntamente inibidos por TEA e ODQ. Verificamos que a resposta ao relaxamento
tanto do NPS quanto do Terpy na presenca desses inibidores se deu pela redugéo
tanto da eficacia quanto da poténcia. Estes resultados mais uma vez apontam para o
nao envolvimento da via GCs/GMPc no relaxamento induzido pelo Terpy, ja que os
resultados da associacdo TEA+ODQ foram muito proximos aos obtidos somente
com o bloqueador dos canais de K*, TEA.

A participacéo dos diferentes tipos de canais de K* (Kir - tipo retificador,
Katp — dependentes de ATP intracelular, K, - dependentes de voltagem, K¢, - canais
ativados por Ca?* de baixa (SKc.) e alta condutancia (BKca)) envolvidos no
relaxamento do musculo liso traqueal também foi analisada pelo uso de
bloqueadores seletivos. Os resultados mostraram que o relaxamento induzido pelo
Terpy parece estar intimamente ligado a maioria desses canais, pois o bloqueio de
diferentes canais de K* por seus respectivos bloqueadores levou a reducéo do efeito
maximo e da poténcia, diferentemente dos resultados encontrados com NPS.

Os canais Kj; sdo expressos no musculo liso e permitem o influxo e efluxo

de K’ a medida que ha modificacdo do potencial de membrana (NELSON &



70

QUAYLE, 1995). Ainda, McCann et al. (1990), indicam que o canal K; tem
importante participacdo no equilibrio entre os ions Ca®* e K* em células epiteliais do
sistema respiratério. Esse canal é muito sensivel ao BaCl, (SCHUBERT et al., 2004)
em tecidos de musculo liso intactos, e concentracdes proximas de 30 uM, o BaCl;
inibe seletivamente estes canais (QUAYLE et al.,, 1997; IMAI et al.,, 2001). Em
nossos estudos, observamos que a presenca desse inibidor reduziu o efeito maximo
tanto do Terpy quanto do NPS, indicando a participacdo desse canal também no
mecanismo de relaxamento do musculo liso traqueal. Entretanto, parece ser mais
importante para o mecanismo do Terpy ja que a sua poténcia também foi reduzida
quando o canal Kj foi bloqueado pelo BaCl,. Resultados semelhantes foram
encontrados para traquéias isoladas de bovinos, em que o BaCl, reduziu o
relaxamento induzido pela procainamida (NAKAHARA et al., 2000).

Os canais Katp s@o caracterizados pela sua sensibilidade ao estado
metabdlico da célula, sendo identificados e nomeados por serem sensivelmente
dependentes de ATP intracelular. Em condi¢des fisioldgicas, a ativacdo desses
canais tem pouca ou nenhuma dependéncia da voltagem e a concentragdo de ATP
citoplasmatico pode modula-lo de forma que os canais Katp estdo fechados e séo
abertos quando a razdo ATP/ADP esta diminuida (FOZARD & MANLEY, 2001).
Quando abertos, promovem o efluxo de K*, hiperpolarizacdo da membrana e
consequente fechamento dos canais de Ca?* dependentes de voltagem. O bloqueio
desse canal é atribuido as sulfaniluréias como a glibenclamida (NELSON &
QUAYLE, 1995; FOZARD & MANLEY, 2001).

Em presenca de glibenclamida, os resultados encontrados para o NPS
nao apresentaram variacao de eficacia e poténcia, indicando que esses canais néao
participam do mecanismo de relaxamento celular do NPS. Ja para o Terpy, a
presenca desse bloqueador levou a reducdo desses dois parametros. Esses
resultados apontam para uma direta participacdo desses canais no relaxamento
induzido pelo Terpy e também sao similares os achados de Bonaventura et al.
(2006), indicando a participagdo desses canais no relaxamento promovido por um
doador de NO no musculo liso vascular. Estudos tem demonstrado que os canais
Katp tem participacdo no efeito relaxante de traquéias de cobaias, pois a
glibenclamida reduziu o efeito relaxante de varias substancias dilatadoras como um
protétipo derivado de xantina (WU et al., 2004, LIN et al.,, 2006), um derivado
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flavondide isokaempferida (LEAL et al., 2006) e do levosimedan (EKSERT & USTA,
2009).

Os canais K, pertencem a superfamilia dos canais ibnicos dependentes
de voltagem e regulam o potencial de membrana em resposta a despolarizagéo do
musculo liso. Esses canais podem ser inibidos seletivamente pelo 4-AP (STANDEN
& QUAYLE, 1998). O efeito maximo e a poténcia do Terpy no musculo liso traqueal
foram reduzidos na presenga do 4-AP, indicando que este canal tem um papel
importante no mecanismo de relaxamento do doador em questdo. Esses dados
corroboram com os estudos de Bonaventura et al. (2006), onde em artéria de rato,
esse bloqueador levou a redugdo do relaxamento promovido por um nitrosil-
complexo de ruténio e estudos de Lin et al. (2006), em traquéia de cobaia, onde 4-
AP reduziu o relaxamento provocado por um composto derivado de xantina.
Entretanto, estudos tem sugerido que o inibidor dos canais K, n&do modifica o efeito
relaxante de um outro composto derivado de xantina e da levosimendan em
traquéias de cobaias (WU et al.,, 2004; EKSERT & USTA 2009). Estes diferentes
estudos apontam o importante papel dos K, em musculo liso vascular e nao
vascular.

A participagéo dos canais de K* no efeito relaxante do NPS foi inesperada
ja que houve aumento tanto da poténcia quanto da eficacia dessa droga na
presenca dos bloqueadores TEA (ndo seletivo) e 4-AP (seletivo para canais K,).
Essas drogas, além de bloquearem canais de K*, tem a capacidade de ativar
diretamente as jungdes Gap em diferentes tecidos incluindo traquéias (KANNAN &
DANIEL, 1978; WATTS et al., 1994). De acordo com Kannan & Daniel (1978), o
tratamento tanto com o TEA quanto com o 4-AP em traquéia de caes tem a
propriedade de aumentar o espaco juncional entre membranas de células
musculares lisas, elevando o tamanho das jun¢des Gap, que passam de 0,05% da
area total de membrana para 0,09%.

As jungdes Gap s&o canais constituidos de dois hemicanais justapostos
de matrizes hexaméricas formados por proteinas integrais de membrana conhecida
como conexinas. No musculo liso vascular, as conexinas facilitam a comunicagao
quimica e elétrica entre o endotélio e o musculo liso, e entre as células adjacentes,
ligando diretamente a regido citoplasmatica de duas células vizinhas. Metabdlitos,
ions, segundos mensageiros, Ca?* entre outras moléculas < 1kDa sdo capazes de

passar através das juncdes Gap de uma célula para outra (KUMAR & GILULA, 1996;
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LAMPE & LAU, 2004), dessa forma, habilitando a produc¢ao coordenada de multiplas
respostas celulares.

Hoffmann et al. (2003), apresentaram em seu estudo em culturas de
células endoteliais que o NO é um potente modulador das jungbes Gap por modificar
diretamente a expresséo de isoformas de conexina devido a ativagéo de proteina
quinase A (PKA) e que o proprio NO pode atuar sobre as juncdes Gap. Patel et al.
(2006), e Gonczi et al. (2009), sugerem que o NO aumenta a permeabilidade dessas
juncdes em tecido cardiaco de ratos através da cascata GCs/GMPc/PKG. As PK, A,
G ou ambas, sao responsaveis por fosforilar conexinas e influenciar o acoplamento
entre as Gaps. Diante dessas evidéncias, sugerimos que 0os mecanismos descritos
anteriormente podem estar ocorrendo também em musculo liso traqueal de rato,
facilitando a passagem do NO ou dos segundos mensageiros por ele gerados para
as camadas de células mais profundas, promovendo a abertura das jung¢des Gap.
Portanto, aumentam o efeito do NO na presenga de TEA e 4-AP, que
comprovadamente aumentam a atividade dessas juncgdes intercelulares. Essa
resposta ocorreu apenas para o NPS porque a via GCs/GMPc/PKG parece ser
ativada somente por este doador de NO, e n&o pelo Terpy, como evidenciado pelos
outros resultados funcionais discutidos anteriormente. Com o aumento do GMPc e
ativacao da PKG prodmovidos pelo NPS, poderia haver maior acoplamento entre as
juncdes Gaps, associado ao efeito do TEA e 4-AP, produzindo uma resposta mais
coordenada e sincrénica sobre as células musculares lisas, potencializando assim o
relaxamento. Apesar de acharmos esta explicagdo razoavel, mais experimentos
necessitam ser feitos para avaliar com mais precisdo a influéncia do TEA e 4-A
sobre o relaxamento induzido pelo NPS.

O caélcio intracelular tem um papel fundamental na regulagcéo
eletromecanica do musculo liso e a concentragdo citoplasmatica de Ca®" pode
modular outros canais iénicos, dentre eles, os canais de K* ativados por Ca®* (Kca).
Os Kca respondem a alteragbes da concentragdo de calcio intracelular regulando o
potencial de membrana e podem aumentar sua atividade com a despolarizagéo
desta (NELSON & QUAYLE, 1995). Um importante alvo para o Ca’" pode ser os
canais para Kcz de baixa condutancia (SK). SKca possuem propriedades
dependentes do complexo Ca?*-calmodulina (STANDEN & QUAYLE, 1998; IMAI et
al., 2001). No presente trabalho, o bloqueio desse canal com apamina (bloqueador

seletivo de SKc¢,) levou a reducao do relaxamento do NPS. Esse resultado aponta
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para a participacao desse canal no efeito do NPS em musculo liso traqueal de ratos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Wu et al. (2004), em que um
derivado de xantina leva ao relaxamento do musculo liso de traquéia de cobaia por
ativar de canais de K", inclusive SKca.

A apamina nao alterou o relaxamento induzido pelo Terpy, indicando que
o canal SK¢, parece nao participar do efeito dessa droga em musculo liso traqueal.
Resultados semelhantes foram observados para outros doadores de NO em
traquéias de cobaias (ALLEN et al., 1986) e para drogas dilatadoras em traquéias de
bovinos (NAKAHARA et al., 2000, 2001).

Outro K¢, importante na regulacéo do potencial de membrana é o canal
de K* ativado por Ca?* de alta condutancia (BKca). Este é estruturalmente distinto do
SKca, € blogueado seletivamente pela iberiotoxina e fisiologicamente, atua na fase
de repolarizagdo do potencial de agao (STANDEN & QUAYLE, 1998; IMAI et al.,
2001). Alguns trabalhos tem demonstrado a importancia desse canal no mecanismo
de relaxamento de traquéia (COROMPT et al.,1998; NAKAHARA et al., 2000, 2001;
LEAL et al., 2006). Entretanto, nossos resultados demonstraram que esse canal néo
participa do efeito relaxante de ambos doadores de NO (NPS e Terpy) em musculo
liso de traquéias de ratos. Esse resultado corrobora com os achados de Li et al.
(1997), em que o canal BKc, parece nao ter participagdo no efeito relaxante de
doadores de NO em musculo liso traqueal de camundongos.

Para o processo fisiolégico de contracdo 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, citoplasmatico,
mitocondrial e no reticulo sarcoplasmatico (RS). O influxo de Ca®* ocorre através de
canais dependentes de voltagem (WORLEY & KOTLIKOFF, 1990) e por canais
ligados a receptores (MURRAY & KOTLIKOFF, 1991; ITO et al., 1995) e é
controlado por canais de Ca?* regulados por estoque em resposta a deplecdo de
Ca®" do RS na tentativa de restabelecer a [Ca?']; (AY et al., 2004; PABELICK et al.,
2004; LEUNG et al., 2008).

Em musculo liso das vias aéreas, o influxo de Ca®" é extremamente
importante para o aumento da concentragéo de Ca?" intracelular durante a contragéo
e pode ser estimulado por agonistas muscarinicos (WORLEY & KOTLIKOFF, 1990;
MURRAY & KOTLIKOFF, 1991). O NO pode levar a inibigdo do influxo de Ca?* pela

membrana plasmatica por diferentes mecanismos: através de mecanismos
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dependentes de GMPc (ROBERTSON et al., 1993; BLATTER & WIER, 1994; AY et
al., 2006) ou por hiperpolarizagdo da membrana, através de mecanismos
independentes de GMPc como ativagéo de canais de K* (BOLOTINA, et al., 1994;
TOQUE et al., 2010).

Nossos experimentos também revelaram que os doadores provocaram
uma importante inibicdo da contracdo das preparagbes causada pelo Ca®"
extracelular, ja que tanto o NPS quanto o Terpy inibiram a contracdo desencadeada
pelo influxo de Ca®" estimulado tanto pelo agonista contratii quanto pela
despolarizagdo de membrana com KCI. Os resultados encontrados em presenga de
carbacol indicam que a inibicdo da contracdo causada pelo influxo de Ca’* pode
contribuir para o efeito relaxante desses doadores e que o Terpy foi mais efetivo em
inibir essa contragcdo. Os resultados encontrados na presengca de altas
concentragdes de KCI (solugdo a 75 mM) indicam que tanto o NPS quanto o Terpy
podem levar ao blogueio dos canais de Ca®" do tipo dependentes de voltagem, ja
que concentragbes elevadas de K* no liquido extracelular levam & abertura desse
tipo de canal de Ca®". Baseados nesses resultados, sugerimos que ambos doadores
de NO podem levar ao relaxamento o musculo liso traqueal possivelmente por
alterar a mobilizagao ou sensibilidade ao Ca?" extracelular, mas que o Terpy parece
ser mais efetivo quando a estimulagao ocorre pelo carbacol. Porém, ndo podemos
aqui indicar se ocorre realmente inibicdo do influxo de Ca®" e se esta inibicdo
desencadeada pelos doadores de NO se da de forma direta ou indireta. Esta &
apenas uma hipotese provavel, uma vez que o0s experimentos mostraram que a
contragado mediada pelo Ca?* extracelular foi inibida pelos doadores.

O RS e a mitocOndria sdo considerados os principais estoques
intracelulares de Ca®". A [Ca®']; é o que determina o tdnus do musculo liso traqueal
(JANSSEN et al., 2001; PABELICK et al., 2001; SANDERS, 2001; AY et al., 2006).
Diversos estudos demonstraram que o armazenamento de Ca?* pela bomba Ca?*-
ATPase reticular (que pode ser inibida pela tapsigargina) esta envolvido no
relaxamento do musculo liso pelo NO (SIMS et al., 1996; KANNAN et al., 1997;
BAZAN-PERKINS et al., 2009). No presente estudo, a tapsigargina ndo alterou a
resposta relaxante para o NPS ou para o Terpy, sugerindo que o efeito desses
compostos ndo & dependente da bomba Ca®*-ATPase reticular. Esses achados

corroboram com estudos que indicam que o armazenamento de Ca?* por essa
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bomba parece n&o estar envolvido na reducéo da [Ca®"], em musculo liso das vias
aéreas (ROUX & MARHL, 2004).

Além do RS, a mitocéndria também participa do tamponamento do Ca?*
intracelular (THOMAS et al., 1996). Os estudos de Roux & Marhl, 2004, apontam
para a importancia da captacéo de Ca’" realizada pela mitocondria, levando a
reducao da [Ca*']i em células musculares lisas de traquéias de ratos. Na tentativa de
explorar esta via de relaxamento, utilizamos o ruthenium red, inibidor do uniporter
Ca?* mitocondrial (KOSTERIN et al., 1996). Entretanto, nossos resultados mostram
que a presenca desse inibidor ndo alterou o perfil de relaxamento tanto do NPS
quanto do Terpy. Estes resultados mostram que o tamponamento do Ca**
intracelular realizado pela mitocéndria e inibido pelo ruthenium red n&o € importante
para o relaxamento das traquéias induzido pelos doadores de NO utilizados neste
estudo.

O epitélio ciliar € uma camada de células capaz de produzir mediadores
que atuam no musculo liso tais como NO, prostaglandina E,, fator de relaxamento
derivado do epitélio, dentre outros. (NIJKAMP et al., 1993; FOLKERTS & NIJKAMP,
1998). A integridade do epitélio parece influenciar diretamente a manutencdo do
relaxamento do musculo liso traqueal de cobaias (TSCHIRHART et al., 1987; WU et
al., 2004; LIN et al., 2006; COELHO et al., 2008) e bovinos (SPICUZZA et al., 2002).

O principal mecanismo de liberacdo de NO pelo NPS em sistemas
bioldgicos é enzimatico (HARRISON & BATES, 1993) e parece necessitar de NADP
ou NADPH como cofator (BATES et al., 1991; KOWALUK et al., 1992). Para os
complexos de ruténio, esse mecanismo nao é requerido, pois a liberagcdo de NO
ocorre através de redugao quimica ou eletroquimica (TOLEDO et al., 2002; SAUAIA
et al., 2005). Nesse contexto, Bonaventura et al. (2008), verificaram que o
relaxamento induzido pelo NPS em artéria de ratos é potencializado pela presenca
do endotélio vascular. A modulacdo desse relaxamento se da pela ativagao de
sistemas enzimaticos constitutivos do endotélio, particularmente NO-sintase,
culminando na produgédo de NO enddgeno (BONAVENTURA et al.,, 2008) que
somado ao NO exdégeno potencializa o relaxamento. O epitélio das vias aeréas de
humanos expressa NO-sintase endotelial (SHAUL et al., 1994) e a inducdo desta
produz NO in vivo (GUO et al., 1995). Assim, nesse estudo, avaliamos a modulagéo
do epitélio sobre a resposta relaxante dos doadores de NO, NPS e Terpy, em

traquéia isolada de rato. Nossos resultados confirmaram que o epitélio esta
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envolvido no relaxamento induzido pelo NPS, porque a remocao deste levou a
reducdo da resposta maxima induzida por este doador, semelhantemente ao
observado em leito vascular (BONAVENTURA et al., 2008). Entretanto, o
relaxamento induzido pelo Terpy néo sofreu modificacdo com a remogao do epitélio.
Uma possivel explicagdo para isso é o fato de que o Terpy ndo necessita ser
metabolizado para liberar NO (TOLEDO et al., 2002; SAUAIA et al., 2005).

Os agonistas p-adrenérgicos como salbutamol e terbutalina séao
conhecidamente utilizados como broncodilatadores devido a sua poténcia e eficacia
terapéutica. A ligacao nos receptores 3 por esses agonistas ativa adenilato ciclase,
que por sua vez, eleva os niveis intracelulares de AMPc. Como consequéncia, ha
relaxamento do musculo liso.

Estudos tém demonstrado que a associagédo de agonistas (-adrenérgicos
com um doador de NO pode ser benéfico e potencializar o relaxamento do musculo
liso de traquéias de cobaias (VAALI et al., 2000) e de aortas de ratos (CHAN et al.,
2009) por apresentarem efeito sinérgico. Neste contexto, ndés avaliamos a hipétese
de que os doadores de NO testados, NPS e Terpy, poderiam apresentar efeito
sinérgico com um agonista B-adrenérgico. Nossos resultados mostraram que em
musculo liso de traquéia de ratos, o efeito sinérgico entre terbutalina (agonista f3,-
adrenérgico) e NPS ou Terpy (doadores de NO) parece nao ocorrer. Portanto, essa
associagao nao parece ser interessante, uma vez que nao houve resposta sinérgica,
ao menos para os protocolos experimentais desenvolvidos no presente trabalho.
Mais estudos devem ser realizados para analisar a viabilidade desta interagdo em
traquéias isoladas de ratos.

A sonda Fluo 3-AM, utilizada na microscopia confocal, é permeavel a
membrana celular e no interior da célula é hidrolisada por esterases citosélicas a
Fluo 3. Em pH fisioloégico, o Fluo 3 n&o é fluorescente, entretanto, na presenca de
Ca?* ha formacdo de um produto capaz de emitir fluorescéncia, podendo entdo ser
utilizado para medidas semi-quantitativas desse cation no interior celular. Utilizando
microscopia confocal demonstrou-se uma redugcédo da concentracao intracelular de
Ca®* em resposta ao Terpy maior que ao NPS. Esse resultado corrobora com os
estudos de reatividade traqueal apresentados na figura 5. A maior eficacia do Terpy
em levar ao relaxamento o musculo liso traqueal de ratos pode se dar pela alteragéo

do transiente citoplasmatico de Ca**.
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Diante dos resultados apresentados nesse trabalho, sugerimos que o
Terpy é um protétipo de farmaco bastante promissor. Ele apresenta vantagem em
relacdo ao NPS porque demonstrou maior eficacia no relaxamento do musculo liso
traqueal. Isso indica que a aplicagdo terapéutica para doengas pulmonares
obstrutivas pode ser possivel futuramente. Entretanto, para confirmar esses
pressupostos, mais estudos se tornam necessarios, dentre eles, estudo do
mecanismo de acao in vitro em traquéias de ratos asmaticos, estudos in vivo tanto
em animais normais como em asmaticos.

Nossas perspectivas em relacao a este trabalho se moldam no sentido de
detalhar a participagdo das diferentes fosfodiesterases que podem atuar na
degradacdo do GMPc, estudar a participacdo das jungdes Gap no relaxamento de
doadores e NO no trato respiratério, verificar como se da a atuacdo do NPS e do
Terpy sobre os canais para Ca®" dependentes de voltagem, além de estudar o
mecanismo de agdo dessas mesmos compostos em animais asmaticos e ainda o

desenvolvimento de uma forma farmacéutica para utilizagao intranasal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que ha
algumas diferengas nas respostas relaxantes em traquéias de ratos quando

estimuladas com o novo doador de NO, Terpy, ou com o farmaco padréao, NPS.
Os estudos funcionais revelaram que:

e Tanto o NPS quanto o Terpy induziram relaxamento de forma

concentragdo-dependente.

e As traquéias de ratos apresentaram maior resposta relaxante para o

Terpy do que para o NPS, mostrando que o novo doador € mais eficaz que o NPS.

e Os subprodutos do acido araquidonico produzidos via COX e a
captacao de Ca®" pela Ca?*-ATPase reticular e pelo uniporter mitocondrial parecem

nao influenciar o relaxamento estimulado pelo NPS ou pelo Terpy.

e O mecanismo de agéo provavel do Terpy que leva ao relaxamento do

musculo liso de traquéia dependem diretamente dos canais de K* do tipo K,, Kr €

Katp.

¢ Diferente do observado para o NPS, a via NO/GCs/GMPc parece nao

participar do relaxamente induzido pelo Terpy.

e O NPS e o Terpy alteram a contracdo mediada pelo influxo de Ca?*

estimulado por carbacol ou KCI.
¢ O epitélio interfere no mecanismo de relaxamento apenas do NPS.

e O Terpy é mais eficaz em alterar o transiente de Ca** intracelular no

musculo liso traqueal.

e Em musculo liso traqueal de ratos ndo acorre sinergismo entre agonista

B-adrenérgico — terbutalina — e doadores de NO.
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