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INTRODUCAO



1) CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O SISTEMA RESPIRATORIO

A troca dos gases respiratorios, oxigénio e gdas
carbonico, entre o sangue e a atmosfera, & a base essencial

dos processos da vida. Nos seres unicelulares, estes gases
se difundem diretamente atraves da superficie da celula, es
tabelecem equilibrio por gradientes parciais de pressao e
mantém o metabolismo destes organismos adequado 3 sua sobre
vivencia. Ja nos metazoarios, com organizacdo tecidual mais
complexa, fica impossivel a simples difusao gasosa por dis
tancias corporais maiores; desenvolve-se entdo um sistema
de transporte do ar ate o interior do corpo animal, que ter
mina em Erqas especializadas para as trocas gasosas. Tome—se‘
como exemplo o sistema traqueal dos artropodos: nos tubos de
aneis quitinosos, que impedem o colabamento do sistema, esta
a unidade estrutural que irid se repetir em todos os vertebra
dos. Nos mamiferos, o sistema respiratorio & composto basi
camente pelo nariz, cavidade nasal, naso e orofaringe, larin
ge, traquéia, bronquios, bronguiolos e pulmdées. No entanto,
a especializagao em uma "arvore" traqueo~bronquia1 de tubos
condutores, e o arranjo terminal em sacos alveclares delga

dos, onde ocorrem trocas gasosas, sao evidentes ja nos pri

meiros vertebrados terrestres (GRAY, 1979).



As principais alteragoes volumetricas da inspira
cdo e expiracao ocorrem nos alveolos; entretanto, os tubos
~condutores tambem modificam seu calibre, por relaxamentos ou
contragdes da musculatura lisa das suas paredes. Isto mos
tra que o sistema traqueo-bronquial ndoc tem um papel passivo
no processo respiratorio, podendo modificar o volume de ar
que & transportado e, em condigOes anormais, mesmo dificul
tar ou impedir a passagem do ar ate os pulmdoes. A regulacao
da musculatura da porgao traqueo-bronguial, quer pelo sfstg
ma nervoso autonomo, quer por mediadores e moduladores in
tra-celulares, permite um ajuste fino da ventilacido pulmonar,

adaptando ou nac o individuo as possiveis condigoes adversas

do meic ambiente.

IT) ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA ASMA BRONQUICA

A asma branquica e caracterizada por obstrucgao
das vias reSpirat5rias em resposta a diferentes estimulos,
tais como o exerc?cio fisico, o frio, diversos pruentes sus
pensos no ar, infecgoes e outros de origem indeterminada. Es
ta obsttugﬁo, causada basicamente por uma constrigéo exagera
da da musculatura lisa do trato respirat6rio, e intensifica
da por um edema da mucosa bronquial e aumento da secrecgao do

muco, que normalmente acompanham a reagao {NADEL & BARNES,

1984). Tem sido sugerido que as a1teragaes fisiopatologicas

da asma sao decorrentes da acao da histamina, prostaglandi

nas e leucotrienos, liberados de mastdcitos bronquiais ativa



dos por um mecanismo dependente de imunoglobulina E(ROBINSON
& HOLGATE, 1985). Concomitantemente, a hiper-reatividade ob
servada nos individuos asmaticos seria devida a um desequili
brio entre mecanismos broncoconstritores e broncodilatadores,
havendo predominancia de atividade alfa-adrenérgica (BARNES
e cols., 1980). Tambem sugere-se que possa ocorrer diminui
cao da funcao do receptor beta devida a sua dessensibiliza
cao (OMINI e cols., 1985), @ alteracoes da comboségao de fos
folipideos da membrana (NATH e co]é., 1983) ou ainda a infec

¢oes bacterianas do trato respiratorioc (ENGELS e cols., 1985).
Assim, ha crescente interesse na compreensao dos

mecanismos endogenos envolvidos na regulagao das respostas

contrateis da musculatura lisa respiratoria, uma vez que par

ticipam da fisiopatologia da asma bronquica.

II1) PROSTAGLANDINAS: ALGUNS ASPECTOS DA SUA BIOSSINTESE

As prostaglandinas, derivados de acidos graxos es
senciais com vinte atomos de carbono na mo}écuja, tém desper
tado grande interesse para a pesquisa biologica, e varios
sao os motivos pelos quais elas se.tornaram tdo intensamente
estudadas. Estas substancias sao sintetizadas por todos os
tecidos do corpo, em resposta a diversos estimulos quer de
natureza quimica ou fisica. Elas produzem efeitos em peque

nas concentragcoes, numa amplitude que engloba, praticamente,

todas as funcoes biologicas do organismo. A inibicao da sua

biossintese & o mecanismo pelo qual agem drogas como a aspi



rina, um dos agentes anti-inflamatorios ndo esteroides mais
‘utilizados na terapéutica (FLOWER, 1974; MONCADA, FLOWER &
VANE, 1985). No homem, seu principal precursor ¢ o acido
araquidonico, derivado'db acido linoleico da dieta, ou entao,
ingerido diretamente como constituinte dos alimentos. Grande
parte do dcido araquiddnico estd esterificado como componente
de fosfolipideos das membranas celulares e, em menor quanti
dade nos triglicerideos. O0s niveis desse acido graxo 1livre
1o citoplasma e no plasma e baixo, sendo que na maioria‘dos
tecidos a sintese dos eicosanoides e limitada pela disponibi
lidade do acido araquidonico liberado da membrana. A exis
‘téncia de diferentes estoques deste acido graxo na celula
_confere uma heterogeneidade tecidual inter e intra-celular,o
que dificulta o entendimento dos mecanismos envolvidos na
sua liberacao (IRVINE, }982). De acordo com revisao feita
por VAN DEN BOSH (1980), a fosfolipase Ap esta intimamente
associada a membrana celular, sendo a principal responsavel
pela retirada do acido araquidonico dos fosfolipideos. V§
rios fatores regulam a sua atividade, tais como, a necessida
de absoluta de Ca** e modificagoes no arranjo dos fosfolipi
deos que, alterando a estrutura da membrana, ativariam a en
zima.Uma vez liberado, o-acido araquidonico & rapidamente me
tabolizado por diferentes sistemas enzimaticos; sob agdo da
ciclooxigenase originam-se as prostaglandinas, tromboxanos
e prostaciclina, enquanto que os leucotrienos resu]tam da

acao de varias lipooxigenases. A biossintese destes eicosa

noides ocorre em resposta a estimulos fisicos, quimicos ou

hormonais e a ativagao das enzimas envolve aumentos dos  ni



~veis intracelulares do Ca** (MONCADA, FLOWER & VANE, 1985).

IV) ESTUDOS DA MUSCULATURA LISA TRAQUEAL

Contracdes ou relaxamentos do musculo respiraté
rio s@o facil e prontamente observados quando anéis  bron
quiais ou traqueais sao mantidosﬂexperimeﬁtalménte "in vi
tro", banhados com 1iqlido nutritivo adequado, sendo  regis
tradas alteracgoes no comprimento ou na tensao da musculatura
(WIDDICOMBE, 1963). Neste sentido, a musculatura respiraté
ria de cobaias & amplamente utilizada para se estabelecer re
Tagﬁes entre a asma experimental e a asma bronquial humana,
vista a semelhanca da resposta asmatica destes animais a do
ser humano. KALLDS & KALLGS (1984), estabelecendo  compara
¢oes entre a asma experimental na cobaia € a asma- bronquial
humana, observaram que as alteracoes histologicas dos pul
moes e bronquios, assim como os sintomas clinicos de animais
experimentalmente asmaticos, eram muito semelhantes 3&s de se
res humanos que haviam morrido em conseqliéncia de "status
asmaticus". ﬁerificou-se também que o mecanismo basico do
processo, tanto no homem como na cdbaia, e a formagao da imy
noglobulina E que, em contato com o antigeno, provoca a des
granulacio dos mastocitos, com conseqtiente broncoconstrigao,
vasodilatacao e inflamagao eosinofilica nos tecidos respira

torios em que ocorreu a reacao antigeno-anticorpo.



1Va) RESPOSTAS GONTRATEIS DA TRAQUEIA

As pesquisas iniciais realizadas com o miusculo 1i
so traqueal "in vitro"'ressaltaram 0 promissor emprego desta
preparacao como um tecido "teste” para a analise de drogas
potencialmente simpaticomiméticas. Fazendo um estudo da po
tencia relativa de varios agentes broncodilatadores, FOSTER
(1966} classificou os receptores adrenérgicos da traqueia co
mo sendo do tipo beta, nao havendo evidencias ate entéd . da
presenca de receptores alfa. Esta caracteristica da muscula
tura traqueal favoreceu seu uso na analise de novas drogas
broncodilatadoras. Entretanto, pesquisas subsegllentes de
monstraram a existencia de potenciaﬁidades funcionais muito
mais amplas, envolvendo reatividade a agentes colinérgicos e
anti-colinergicos (AHMED.e cols., 1984), autacSides (DOUGLAS
e cols., 1984; McCAIG, 1986), ionoforos {PARK & RASMUSSEN,
1985), antagonistas do calcio (DUNCAN & DOUGLAS, 1984; BEN
GISSON e cols., 1985; DAMIANO & BARBIERI, 1985}, menségeiros
intracelulares {DUNCAN e cols., 1980; HASHIMOTO e cols.,
1985) e receptores a%fa-adrenérgicos (OHNO e cols., 1981;
LEFF e cols., 1986).

Alem disso, a produgao endogena de prostaglandi
nas pelo midsculo liso traquea1 (FARMER e cols., 1972} provo
ca o aparecimento de uma resposta contréti? espontanea (COLE
MAN & FARMER, 1971), cujo papel foi intensamente pesquisado

nos estudos subseqlientes das respostas contrateis e relaxan

tes desta musculatura. OREHEK e cols. (1975) sugeriram que

prostaglandinas EZ e Fz - alfa modulavam a intensidade de



contracao do musculo traqueal de cobaias a histamina, acetil
.colina, serotonina, bario e potassio. A sensibilidade a his
tamina seria determinada por prostaglandinas e prostacicli
nas, tanto no misculo fraquea? de cao (SHORE e cols., 1985),
como no de porco (MITCHELL, 1982 e ]984), sendo seus efeitos
mediados por aumentos dos nTVeis do AMP-ciclico(BRINK e cols.
1981; CREESE & DENBOROUGH, 1980). 0s prostanoides tambenm

participariam na modulacao da neurotransmissao colinergica

'do musculo traqueal de cobaias, tanto pre-como pos-juncional
(JONES e cols., 1980), e no mecanismo da taquifilaxia a his
tamina observado na traqueia do cao (ANDERSON e cols., 1979).
0s leucotrienos tem papel importante na regulacgao endogena
do musculo traqueal (ADCOCK & GARLAND, 1980), havendo eviden
cias da presenca dé receptores para leucotrienos na traqueia
de cobaias (SNYDER & KRELL, 1984). Provavelmente, os Tleuco
trienos sao os principais responsaveis pelo tono basal da
traqueia humana, tal como verificado por ITO e cols., (1985).
De qualquer forma, todos estes trabalhos apontam para a fun

¢ao moduladora que os prostanoides exercem sobre as respos

tas da musculatura lisa traqueal a agonistas exogenos.

IVb) RESPOSTAS RELAXANTES DA CADEIA TRAQUEAL

A existencia de contragao intrinseca da musculatu

. A
ra traqueal favoreceu seu emprego na analise de agentes es

pasmoliticos, sendo desnecessdrio o uso prévio de substan

cias contrateis (FOSTER, 1960; ALLEN e cols., 1985). A pre



senga aparentemente exclusiva de receptores adrenergicos do
“tipo beta também reforgca o papel desta preparagao no teste
'de drogas simpaticomimeticas que poderiam ter algum valor te
rapeutico na asma bronquica (FOSTER, 1966).

Fazendo um estudo das caracteristicas eletrofisio
1ogicas do relaxamento pela isoprenalina no misculo traqueal
de cobaia "in vitro", ALLEN e cols. (1985) mostram que esta
droga, atuando em receptores adrenergicos beta, causa hiper
polarizacao da musculatura, provave]ménte por aumentar a con
dutancia da membrana ao potassio. 0 uso prolongado de ago
nistas do receptor beta pode levar a uma diminuigcao da sensi
bilidade do tecido a estes agentes, fenomeno amplamente estu
dado e conhecido como "dessensibilizagao” (HOFFMAN & LEFKQ
WITZ, 1980). Alteracoes da resposta funcional ao isoprotere
nol poderiam ser devidas a diminuicdo do nﬁmero de recepto
res beta, quer pela sua deterioracao induzida por bacteéerias
patogenicas (ENGELS, OOSTING & NIJKAMP, 1985), quer por alte
ragaes relacionadas com o envelhecimento do animal (DUNCAN e
cols., 3982;.DUNCAN & DOUGLAS, 1985). 0s metabolitos do aci
do araquidanico tambem parecem estar envolvidos nos eventos
moleculares que levam a dessensibilizagao(OMINI e cols.1985).

Nao apenas a potencia de agonistas e antagonistas
beta-adrenergicos & estudada na musculatura traqueal, como
tambem a de outras substancias potencialmente liteis no trata
mento da asma bronquica, tais como as xantinas (BERTELLI,

BIANCHI & BEANI, 1973; ALLEN e cols., 1986a) e bloqueadores

dos canais de calcio (RUSSI & AHMED, 1984; DAYA & JOUBERT,
1986; BABA e cols., 1986).
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0s efeitos de varias drogas sao mediados por alte
ragdes intracelulares dos niveis dos nucleotideos <ciclicos,
3', 5" - monofosfato‘de gdenosina (AMP) e 3%, 5% - monofosfa
to de guanosina (GMP) (KATSUKIW§ MURAD, 1977). As informa
gSes a respeito do papel biologico do AMPC sao abundantes,
provaveimehte por este nucleotideo ter sido estudado  mais
precocemente, por um maior numero de pesquisadores (IGNARRO

& KADOWITZ, 1985). Dentre outros processos biologicos estu

dados, as respostas relaxantes da musculatura lisa aos ago
nistas do receptor beta envolvem ativacao da _adeni1~cic1ase
que, promovendo a sintese de AMPc, aumenta a concentracgao
deste segundo mensageiro no citoplasma (LEFKOWITZ e cols.,
1982). Por sua vez, o AMPc  ativa uma sg
rie de quinases de proteTna,, catalisadoras da fosforilagédo
de numerosas enzimas no citoplasma que tem a sua atividade
biologica modificada (ROSS & GILMAN, 1985). Ja o GMPc, con
trariamente_ao AMPc, participarfa na contragéo da musculatu
ra lisa, de acordo com o. conceito de que estes nucleotideos
deveriam ter efeitos opostos na celula, regulando desta for
ma a fungao ce1u]ar (MURAD & KIMURA, 1974; KUEHL, 1974). En
tretanto,ldemonstrod-se que varios agentes, tanto contrateis
como relaxantes, provocavam aumentos nos niveis do GMPc, 4]
que levou a um impasse na interpretagao do suposto papel an
tagﬁnico destes nucleotideos no cic]o-contragﬁoﬂre1axamento

da musculatura lisa, tal como verificado por KATSUKI & MURAD.

(1977). Estes autores, utilizando a musculatura traqueal de

boi,"in vitro“,observaram que as respostas contrateis ao car

bacol, acetilcolina e histamina eram seguidas de um aumento
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na concentracao de GMPc, e qué o nitroprussiato de sodio, a
n{troglicerina e 0 nitrito de sodio também aumentavam os nji
veis destes nucleotideos ao relaxarem a preparacao.

Na musculatura iisa vascular, o relaxamento causa
do pela nitroglicerina, nitroprussiato e drogas correlatas
tambem provoca aumentos da concentragao intracelular do GMPc,
através de mecanismos intensamente pesquisados (IGNARRO & KA

DOWITZ, 1985), e que sao pouco conhecidos na musculatura 11

sa respiratoria.

De um modo geral, nitritos e nitratos organicos
relaxam a musculatura lisa vascular por provocarem aumentos
dos niveis de GMPc na celula, atraves da formag&o.dé compos
tos intermediarios, oxido nitrico e S-nitrosotidis, que ati
vam a guanil-ciclase (IGNARRO_& GRUETTER, 1980; IGNARRO e
cols., 1981). Todo o processo dépende'de grupos SH teci
duais intactos (NEEDLEMAN e cols., 1973), sendo que a deple
cao destes grupamentds poderia explicar a tolerancia observa
da com 0 uso cdnt?nuo destas drogas (IGNARRO & KADOWITZ,
1985). Sugere-se que o GMPc, atraves de uma quinase de pro
teina - dependente de GMPc, fosforile uma bomba de extrusﬁo
de calcio presente no sarcolema das células do misculo vascu
]at, reduzindo assim a concentragﬁo intrace]u]ar deste Jon,
com conseqliente relaxamento (POPESCU e cols., 1985). A elu
cidagao dos mecanismos pelos quais 0s nitrovasodilatadores
atuam foi possivel, gragas & utilizagdo de antagonistas se

Tetivos da guanil-ciclase, tais como a metahemoglobina e 0

azul de metileno. Ambas drogas mostraram-se capazes de 1ini

bir o relaxamento por varios nitro-compostos, assim como )
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acumulo de GMPc!norma]mente verificado com 0 relaxamento
(GRUETTER e cols., 198la). 0 azul de metileno tambem inibe
‘a ativagao da guanil-ciclase "in vitro" pelo nitrito de SO
dio {GRUETTER e cols., 1981b) e, ao contrario da metahemoglo
bina, permeia facilmente as celulas e antagoniza o relaxamen
to induzido por, praticamente, todos os nitrovasodilatadores
(GRUETTER e cols., 1981a; IGNARRO & KADOWITZ, 1985), sendo o

antagonista mais empregado nas pesquisas com os nitro-compos
tos. | |
Recentemente, foi observado por ALLEN e cols.,
(1986b), no musculo traqueal isolado de cobaja, que o azul
de metileno antagoniza o relaxamento provocado pelo nitro
prussiato, sem modificar o efeito da aminofilina. Este fato
confirma os resultados obtidos por KATSUKI & MURAD (1977},
anteriormente relatados, de que ¢ nitroprussiato provoca au
mentos do GMPc na musculatura traqueal de boi. Portanto, a
utilizacao de um antagonista reconhecidamente seletivo do
efeito relaxante dos nitrovasodi]atadores permite, de manei
ra indireta, evidenciar a participagﬁo do GMPc na fisiologia
‘da musculatura Tisa, quer nos seus aspectos contrateis ou re

laxantes.



CBJETIVOS
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1. Determinar se as respostas isotonicas da  mus
‘culatura lisa traqueal de cobaias "in vitro" estao moduladas
fisiologicamente e, em caso positivo, algumas caracteris-

“ticas dessa modulacao. .

2. Verificar se, tal como ocorre na musculatura
Tisa vascular, as respostas relaxantes do nitroprussiato de
sodio no muscylo 1iso traqueal sdo inibidas pelo azul de me

tileno.

3. Verificar se o azul de metileno modifica as
respostas ao carbacol ou aos estimulos mecanicos, na cadeia

traqueal de cobaias.



MATERIAL E METO0ODOS
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1) MATERIAL

1. ANIMAIS

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus), ma

chos, albinos, peéando de 500 a 900g, procedentes do Biote
rio da Companhia Rhodia S/A - Divisdo Quimica - - Paulinia.
O0s animais trazidos deste Biotério (cerca de 10 por mes)
eram mantidos no biotério do laboratorio, em caixas com mara

valha, alimentados diariamente com capim coloniao (Panicum

maximum, Jacq.), ragao comercial balanceada e agua "ad 1ibi

tum”.

2. DROGAS

Foram empregadas as seguintes substancias:
NOME PROCEDENCIA ABREVIATURA

. azul de metileno ' Merck Sharp & Dohme AM
. acido ascorbico Carlo Erba
. carbacol Sigma CBC

etanol Merck Sharp & Dohme
. indometacina Merck Sharp & Dohme IDMTC

isoproterenocl , Sterling-Wintrop IS

nitroprussiato de sodio  Baker NPR
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3. SOLUGCAO NUTRITIVA

Utilizou-se em todos os experimentos a solucgaoc de

Krebs-Henseleit (K-H), cuja composigao e:
1

NaCl o.viniinnnnnnn.. 119,0 mM.L~
KCT et 4,8
CaCly. ZHp0 ........... 2.5
MgS0g4 . 7Hp0 .......... 1,2
KHoPOgq ...... e 1,2
NaHCO3 ..vvvnnnnnn... 24,9
GTHCOSE vrmeeeennnrnns. 5,0

4. APARELHAGEM

0 esquema 1 mostra a cuba de vidro cilindrica con

tendo o musculo traqueal, parcialmente imersa no banho 5010
1ogico (37°9C), que & preenchida com 17qtlido nutritivo (10m1)
proveniente de uma bureta. Este 1iqlido e pré-aquecido numa
serpentina, mantida no interior do banho. A cuba possui na
sua parede, um tubo de vidro em forma de "I" jnvertido (es
quema 2); a este tubo se conecta uma seringa, que serve pa
ra se retirar e re-colocar o liglido na cuba, durante a esti
mulagao mecanica. Inferiormente, a cuba & fechada por uma
rolha de borracha, traspassada por trEs condutos de vidro
(esquema 2). Atraves destes condutos ha entrada ou saida de

ligtido nutritivo, separadamente. 0 tubo que conduz o carbo

genio & recurvado numa das pontas, formando um gancho, aonde

se prende uma das extremidades da cadeia traqueal. A outra
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extremidade da cadeia e amarrada na alvanca inscritora, tan
-géﬁcia1 e isotonica, que amplifica a resposta nove vezes,.
0 registro & feito num papel esfumagado fixado no cilindro,
preso ao eixo do quimografo que & mantido sempre na mesma ve

Tocidade em todos os experimentos.

I1) METODOS

1. PREPARO DAS SOLUGOES:

Todas as solucoes foram preparadas no momento de
sua utilizacao, sendo mantidas no gelo durante todo  experi
mento.

a. Liglido nutritivo:

0s componentes do ligqliido foram dissolvidos em
agua desionisada, individualmente, com auxilio de um agita

dor magnetico.

b. Solucao de nitroprussiato de sodio:

Cristais de NPR foram dissolvidos em agua desioni
sada; a solugdo era mantida em frasco ambar, recoberto por

uma tira de plastico negro.

c. Solucoes de carbacol e isoproterenol:

CBC e IS foram dissolvidos em agua desionisada; a
solucdo de IS adicionava-se acido ascorbico, numa concentra

¢ao de 20ug/ml.
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Esquema 1

Bureta, ligada a serpentina por tubu}agéo de polietileno
Serpentina de vidro

Banho para temperatura constante

Camara com tubulac3o interna fixa

Alavanca inscritora tangencial

Quimdografo com ajustadores finos da inclinacao

Cilindro com papel esfumacgado
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Esquema 2

Seringa de vidro

Tubo em L, de vidro

Camara tubular para perfusio

Conduto para entrada de carbogenio
Conduto para entrada de 17gqllido nutritivo

Conduto para saVda de 17qliido nutritivo
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d. Solucao de indometacina:

A indometacina foi dissolvida em agua desionisa
da, etanol e solugao de NayC03 2%, na seguinte proporgao:
1,5mg IDMTC + 3ml agua + Iml etanol + Iml NapCO3 2%;

7

1,5m1 desta solugdo em 1,5L de K-H = 8,4 x 10" "M.

2. MONTAGEM DA CADEIA TRAQUEAL:

Para montagem da preparacdo foi seguida a tecnica
descrita por FOSTER (1960), com algumas modificagoes em rela
cao ao numero de anéis utilizados e a amplificagao da respos
ta. Foi mantida a ideia fundamental do metodo por ele des
crito, que & a de se obter um par de cadeias traqueais seme
Thantes, resultado da permdta dos aneis de duas traquéias
distintas. Desta forma, origina-se uma prepafagﬁo par a par
tir de um 0orgao impar, cujas respostas sao bastante pareci
das entre ;i.

Em nossas condigOes experimentais, apos sacrifi
cio de dojs animais por fratura cervical, faz-se uma incisdo
longitudinal mediana na face ventral do pescogo, sendo o te
cido muscular e adiposo adjacentes seccionados ou rebatidos,
de tal forma a expor a traquéia desde a origem até sua entra
da no torax. O orgao e cortado logo abaixo da laringe e, in
troduzindo-se a tesoura na cavidade toracica, cortado ante
riormente a carina. Em sequida, os orgaos sao colocados em

placas de Petri contendo solucao nutritiva, a temperatura am
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biente e aeradas com 95% de oxigenio em CCp. Retirado o te
cido adiposo e vascular peritraqueais, separam-se doze aneis
de cada Orgdo, sendo seis provenientes da extremidade toraci
ca, e seis oriundos da extremidade cervical, mantidos em gru
pos separados. Todos sac abertos através de sec¢dao na carti
Tagem, no polo oposto ao do misculo. Cada cadeia traqueal
consta de dozé aneis abertos, sendo seis proximais e seis

distais, de cada animal, ligados entre si por um fio de algo
d3o e as extremidades da cadeia unidas ao fundo da cuba e &

alavanca registradora pelo mesmo material.

3. ESTIMULAGAO MECANICA DA PREPARAGAOQ:

A estimuiagéolmecénica, rotineiramente realizada
em nosso laboratorio sem o emprego de qualquer aparelho espe
cial, consiste simplesmente na retitada do 1igtiido nutritivo
da cuba, submetendo a cadeia traqueal a tensao exercida pelo
seu proprio peso. Apos 15 segundos, a cuba e preenchida ou
com o mesmo 1igfiido que havia sido retirado, procedimento re
ferido como estimulo "simulado" (S), ou com 1igliido nutriti
vo novo, referido como "W". 0 termo "simulado” refere-se
apenas a re-utilizacao da solugao nutritiva que estava na cu
ba, em oposicao a "W", que corresponde a uma troca verdadei
ra do 1iglido, isto e, a lavada da preparacao. Nos dois ca
sos, entretanto, a cadeia traqueal e submetida d mesma esti
mulacao mecanica. Este procedimento, alem de simples, tem a

vantagem de permitir uniformidade e exatidao de estimulo pa
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ra cada misculo, uma vez qué em ausencia do Iiqllido nutriti
va, anula-se o empuxo da massa 17qlida que sustenta cada ca
deia traqueal na cuba, ;ubmetendo assim preparagoes mais ou
menos robustas a estimulos proporcionais ao seu peso umido.
A padronizagao das respostas aos estimulos & alcangada, rea

lizando-os a cada dois minutos, nunca deixando a preparacao

por um tempo superior a 15 minutos no mesmo Krebs-Henseleit.

4. ABREVIACOES E TERMOS EMPREGADOS:

1. Estimulo mecanico simulado (S) : estimulo meca
nico em que, apos 15 segundos da retirada da solugao nutriti

va, a mesma solugao & re-colocada na cuba:

2. Estimulo mecanico "W" : estimulo mecanico  em
que, retirado o 1iqliido nutritivo da cuba, ap6s 15 segqundos

ela e preenchida por nova solucdo de K-H, pre-aquecida.
3. K-H: solucao de Krebs—Henseleiﬁ;

4. Niveis de contracao do misculo traqueal:

a. nivel 1: amplitude da contragao atingida es
pontaneamente pela preparag&o, no
equilibrio, nas condigoes experi
mentais.

b. nivel 2: nivel de contracdo maxima atingida

pela cadeia traqueal submetida aos
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estimulos mecanicos repetidos.
c. nivel 3: corresponde a resposta contratil
maxima da preparagao, sob efeito

de um agonista total.

5. Nivel zero® - estado de relaxamento maximo da

preparagao;

6. Par de cadeias traqueais: duas cadeias tra

queais que foram montadas de acordo com o metodo descrito an

teriormente.

7. Resposta contratil intrinseca: contracgdo ine
rente ao musculo 1iso traqueal, que ocorre sem a adigao de
quatquer droga ao banho, espontaneamente (SPT) ou em decor

rencia da estimulacdo mecanica {ST).



RESULTADOS
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1. RESPOSTAS CONTRATEIS A0S ESTIMULOS MECANICOS

A cadeia traqueal completamente relaxada e mantida

em repouso na cuba, por um perijodo de 65 minutos (FIG. 1) ,
desenvolve uma resposta contratil espontanea, de amplitude
variavel, atingindo um nivel estavel ao qual denominamos ni

vel 1. Estimulos mecinicos feitos a partir deste nivel pro
vocam uma contracao adicional da.preparacao, em major ou me
nor grau, levando-a a se estabilizar em um novo estado con
tratil, nivel 2. Com a adicao de isoproterenol (IS-8,0 x }0'7M)
ao banho, a preparacao se relaxa, atingindo o nivel zero

Apos tres ou quatro substituicaes do fluido perfﬁsor, que
permitem a completa retirada do agonista beta, verifica - se
que a estimulacdo mecanica intermitente realizada ja a par
tir do nivel zero {(curva 2), nao s0 acelera a evolugao da
contracdao intrinseca, como tambem, em condicdes otimas, a

mantem em nivel constante - nivel 2 - mais elevado do que o

atingido espontaneamente.

Em determinadas candicaes, a amplitude da respos-
.ta contratil atingida espontaneamente pode ser bastante pro
xima daquela atingida pela estimulacaoc mecanica, como mostra
a FIG. 2, onde tambem se nota a semelhanca de respostas obti

das nas duas preparacoes.
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FIG. Respostas contrateis espontanea e estimulada mecani

camente (ST), de um par de cadejas traqueais (A e

B). As barfas verticais pontilhadas indicam, nesta
e demais figuras, os momentos em que 0S estimulos
foram realizados. IS indica ponto de adigao do iso
proterenol, 8,0 x 10°7M.  "W" indica lavagem da pre

paragao.
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FIG. 2 - Par de cadeias traqueais (C e D) mostrando a contra
¢ao espontanea (SPT) e aos estTmulos mecanicos (ST);
relaxamento pelo IS, 8,0 x 10°7/M. 0s nUmeros sobre

as curvas SPT indicam o tempo (minutos) de desenvol

vimento da resposta.
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I1. RESPOSTAS CONTRATEIS A0 CARBACOL

A evolucido temporal das respostas contrateis ao
carbacol (CBC) e aos estimulos mecanicos (ST), em termos per
centuais, esta representadé graficamente na FIG. 3. Pode- se

7 v o

notar que o CBC, nas concentracdes 1,6x107'M, 2,2x10°
2,7310"7M (curvas 5,6 e 7), provoca contracdo de aproximada-
mente 90% da capacidade total de resposta. Chamamos aé ni’
vel 3 a este valor maximo atingido pela preparacao. Quando
baixamos a concentracao para 1,1x10"7M (curva 4) a resposta

gira em torno de 80% da capacidade maxima e, nas menores con
centracoes utilizadas (2,7x107 %M - curva 2 e 5,5x1075M - cur
va 3), o CBC induz respostas contrateis de 65 a 70% do efel

to maximo. Verifica-se; ainda na FIG. 3, que a capacida-
de contratil aos estimulos mecanicos (curva 1) corresponde a
48%, aproximadamente do nivel 3. E interessante observar -
que a estabilizacdo da curva 3 todas as dodes utilizadas de
CBC ocorreu aos 20-25 minutos de contato com o agonista mus
carinico. A resposta aos estimulos mecanicos se desenvolve

mais lentamente, mas tambeém atinge o plato aos 20-30 minutos

de estimulacdo, 0 que corresponde & realizacao de 10 a 15 es

timulos no total.

A FIG. 4 mostra o registro originai do efeito con
tr3til de diferentes concentracoes de CBC, adicionado sempre
no nTvél zero, apos a preparacdo ter sido relaxada  com IS,
¥,6x10'6M. K semelhanca do observado no grafico da FIG. 3 ,
curva 7, a resposta a dose de 2,7x10“7M tambeém foi maxima

ou seja, levou a preparacao ate o nivel 3; as respostas as
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3 - Respostas contrateis ao CBC ou aos estimulos mecani
cos {curva 1), em termos porcentuais.. Doses de CBC:
2,7 x 1078M, 5,5 x 10784, 1,1 x 1077M, 1,6 x 1077M,
2,2 x 10" e 2,7 x 10‘7M, respectivamente para as
curvas 2, 3, 4, 5, 6 e 7. Cada ponto indica a mg

dia de {n) observagdes, com seus respectivos erros

padrao.
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4 - Par de cadeias traqueais (E e F) contraidas pelo

CBC, nas concentracoes de 2,7 X IO'BM, 5,5 X 10'8M,
2,7 x 10"’ e 5,5 x 10°7M (curvas 1, 2, 3 e 4, res
pectivamente). 0 CBC foi retirado do banho, repe
tindo-se trés vezes a lavagem da preparagao, que en
tao demarca, horizontalmente, o nivel maximo de rg
laxamento nesta condic¢3ao. IS, na cbncentragﬁo de

1.6 x 107°M.
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8M e 5,5x10'8M foram sub-maximas e

concentracoes de 2,7x10°
bastante semelhantes entre si. Quando, apos obtencdao de res
posta maxima ao CBC este € retirado por lavagens sucessivas

da preparacdo, esta experimenta relaxamento que & sempre par

cial, obtendo-se deste modo um tracado horizontal estavel e

constahte, desdé que o sistema intrinseco modulador do tono
esteja intacto (ndo mostrado). Podé~se observar que o ni
vel em que se da a estébi}izacﬁo do tracado (FI6. 4), depen-
de da concentracido de CBC empregada: quanto maior a concen-
tracdo do agonista, maior o relaxamento ocorrido em conse
quéncia da sua retirada. Observe que na primeira curva, pre
paracao E, a musculatura nao se relaxou depois da retirada -

do agente contratil.

ITTI.EFEITOS DA INDOMETACINA NAS RESPOSTAS CONTRR -
TEIS A0 CBC

As respostas contrateis ao CBC (2,?310"8M e
5,5.;1078m)'e aos estimulos mecanicos, em auséncéa e em brg
senca de indometacina (IDMTC - 2,8x10'7M) estido registrados
na FIG. 5. As duas primeiras curvas obtidas de cada prepara
cio, quer aos estimulos mecanicos (curva 1),quer ao CBC (cur
Qa 2), mostram a responsividade da musculatura traqueal sob

condicdes controle. Nota-se o rapido desenuolvimento da
curva estimulada mecanicamente (ST) e-a manutencdo do  tono

contratil no nivel 2, em auséncia de estimulacao por um

periodo de 15 minutos. Em relacdo a resposta contratil ao
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CBC (curva 2), observa-se que retirando-se 0 agonista,a pre
paracao nac se relaxa.completamente, atingindo altura corres
pondente ao nivel 2; o relaxamento completo foi obtido pela
adicdo de nitroprussiato de sodio na concentragao final de

6

2,6x10 °M. Durante as quatro lavagens feitas para retirar

a substancia relaxante, pode-se observar resposta contratil

imediata, cuja progressdoc & acelerada por estimulos mecani

cos repetidos (curva 3). No p]atﬁ da segunda'curva ST, a
adicdo de K-H contendo IDMTC, 2,8x107 "M, provoca relaxamen

to lento da musculatura, que atinge o nivel zero em cerca
de 80 minutos, quando entdo estimulos mecanicos  subseqlien
tes ndo mais provocam contracao. O0s efeitos do CBC, nas

concentracgoes de 2,7x10—8M (H) e 5,5x10-8

M (G) apresentam-
-se diminuidos em cerca de 67 e 30%, respectivamente. Agora,
em auséncia do agente contratil no plato da curva, ambas
preparacoes relaxam-se, atingindo o nivel éefo rapidamente,
nio havendo efeito adicional do IS. Ainda na FIG. 5, obser
va-se,ao retornar-se ao K.H. sem IDMTC, que as respostas as
duas concentracoes de CBC continuaram inibidas em aproxima

8

damente 50% (CBC - 2,7x107°M) e 20% (CBC - 5,5x107°M). Reti

6

rado o CBC é acelerando-se o relaxamento com NPR, 2,0x10 M,

observa-se que ambas preparagoes apresentaram pequena con
tragdo aos estimulos mecanicos, que se manteve constante.

- =7

0s efeitos da IDMTC, nas concentragoes de 8,4x10 M

e 8,4x107°M, sobre as respostas contrateis ao CBC e aos es

timulos mecanicos, podem ser observados na FIG. 6. 0 par

de cadeias traqueais apresenta tono intrinseco bastante de

senvolvido, cuja amplitude corresponde a 80% da capacidade

contratil maxima da musculatura; o CBC, na baixa concentragao
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de 5,5x10°°

M, produziu resposta praticamente maxima, cerca de
90% do nivel 3. Pode-se verificar que, tal como exposto nas
FIGS. 4 e 5, retirando-se o CBC no plato da curva, a muscula-
tura se relaxa parciaimente; entretanto, em presenca de IDMTC
o relaxamento € progressivo e ndo e afetado pelos estimulos -
mecanicos subsequentes. Apds periodo de 80 e 60 minutos, as
preparacées chegam ao nivel zero, nao havendo respostas aos
estimulos entdao realizados. Na preparacao I, com IDMTC -
8,4x30“7M, o efeito do agonista muscarinico (5,5x10"8M) esta
diminuido de aproximadamente 20% da amplitude maxima obtida
nas condicﬁes controle. Apos 3 horas e meia de contato com
a IDMTC, esta foi removida, quando voltamos a testar as res
postas ao CBC., A primeira curva manteve a inibicao anterior
mas, em auseéncia do agonista, nota-se que a musculatura recy
perou a capacidade de résposta aos estimulos macanicos. Na
preparacdo J, as respostas ao CBC nas duas concentracoes uti
1izadas, foram intensamente inibidas em presenca do agente an
ti-inflamatorio; pode-se verificar que, nao apenas a amplitu-
de da conéentracﬁo esta menor, como tambem o desenvolvimento

da curva foi bastante prejudicado. Retornando-se ao K-H nor
mal, observa-se recuperacao parcial da resposta a menor _con
ceﬁtracﬁo de CBC (5,5x10”8M), semelhante a da preparacao I ,
ainda em presenca do inibidor. Por sua vez, o efeitoda maior

concentracao de CBC apresentou amplitude e desenvolvimento -

normais, tal como verificado nas condicoes controle.

Experimentos subsequentes permitiram verificar que,

dependendo da concentragao de CBC utilizada, a resposta con

tratil apresentava-se intensamente diminuida ou inalterada ,
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em presenca de IDMTC, o que pode ser observado na FIG. 7. O
valor maximo (100%) corresponde ao pico da contracao para ca
da concentracao de CBC obtido em condico0es controle, isto e,
em auséncia de IDMTC. 'Em funcdo deste valor foi calculada ,
para as concentracoes individuais de CBC, a resposté percen
tual oﬁorrida em presenca de IDMTC e a recuperacao da sua
atividade apos retorno ao K-H sem inibidor. Assim, os efei
tos mﬁximds em presenca da IDMTC 530 seme]hanfes aqueles das

condicoes controle, De modo gerai,-em presenca de IDMTC ,

7M e 8,4&10“7M, a contracao ao

nas concentractes de 5,6x10°
CBC, 2,7x10'8M, esteve diminuida em cerca de 60% (painel A )
e 50% (painel B); para a concentracao de 5,5x10"8M de CBC
houve diminuicdo de 20% (painel B). As maiores concentragoes
do agonista muscarinico produziram respostas aumentadas -
(2,2x10"7M - painel A) ou inalteradas (1,1x10"7M a 5,&d0“7M—
painel B). Retornando-se ao K-H simples'(pdinel B), apenas
um efeito contratil permanecéu reduzido (CBC-2,7x10"8M), ten
do os demais atingido os niveis controle individuais para
cada concentracao de CBC (],6;]0'7M e 5,5x107/M). A IDMTC
8,4x10"5M (painetl C), inibiu aSVFESpOStaS ao CBC em torno
de 85% (CBC ; 2,7x10_8M), 50% {(CBC - 5,5x10J8M), 15% (CBC -
1,1x10"7M) e 102 (CBC - 1,6x10'7Mj, efeitos estes prontamente
revertidos voltando-se ao K-H normal, apenas para as maiores

7M - painel C);

concentracoes do agonista (1,1x10'7M g 1,6x10°
as respostas as menores concentragoes permaneceram reprimidas,

num nivel semelhante ao obtido com a concentracao de IDMTC -

usada anteriormente (painel B).
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IV. RESPOSTAS RELAXANTES A0 NITROPRUSSIATO DE SO
DIO0.

As respostas relaxantes ao nitroprussiato de s

{o1

dio (NPR) foram obtidas estando a musculatura traqueal n

o

maximo de contracdo quer por estimulos mecanicos, quer pelo

carbacol {(CBC).

Mostramos o relaxamento completo pelo NPR de con
tracoes provocadas por baixas concentracaes de CBC ou pelos
estimulos mecanicos (FIG. 8), cujos valores maximos sdo bas
tante proximos entre si. Observa-se, ainda, a semelhangca -
com que estas respostas contratil e retaxante sSo evidencia
das em ambas preparacoes K e L. 0 NPR adicionado inicial -
mente, no plat5 de cada curva, 6,8x10"7M; nao produz rela
xamento completo mas, re»co%bcado cumulativamente, em duas
adicoes de 3,4x}0"7M,provoca reltaxamento praticamente com

pleto da musculatura traqueal,

Que o relaxamento pelo NPR e dose-dependente pode
ser verificado nas'figuras 9 e 10. Para facilitar a exposi
¢ao dos resultados, suprimimos o registro das lavadas da
preparacao bem como os relaxamentos provocados pelo isopro-
terenol (IS), os quais so foram exibidos nas primeiras cur
vas da FIG. 10. Uma vez atingida a resposta maxima para ca
da concentracao de NPR, as preparacoes eram lavadas (W) pa
ra‘retirada do agonista e do nitro-composto e levadas a

Tinha base pelo IS. As figuras 9 e 10 tambem mostram 0

efeito do NPR ao ?ongo do tempd, quer alternando-se as
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zer 1,3 x 107%M, em um par de cadeias traqueais (K
e L) contraidas por estimulagdao mecanica (ST) ou pe
1o CBC, 2,7 X 1078M. Entre as curvas ST e CBC, a

preparacao foi lavada 4 vezes.
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concentracoes (FIG. 9), quer fazendo-se adigbes repetidas de
uma mesma, (FIG. 10), a cada contracdo ao CBC. Observamos -

que as tres concentracdes de NPR uti?izadaé, 6,7x10"7M .

2,0x10'6M e 3,4310;6M,‘FIG. 9, produzem relaxamentos par
ciais de 12 (n=2), , 48 (n=2) e 68% (n=2), respectivamente ,
curvas 1, 2 e 3, e relaxamentos de 5 (n=2), 43 (n=2) e 6%
(n=2), nas curvas 4, 5 e 6, sobre as respostas maximas a

1,1x1077

M de CBC. Estes valores mostram uma dimingicﬁo do
efeito do nitro-composto, mais intensa para a menor dose de
NPR utilizada. Observe, ainda, que o relaxamento sempre se

completou aos 5 minutos do contato com o antagonista.

Com a adigcao repetida de NPR (FIG. 10), em presen-
¢a do agonista muscarinico, pode-se notar que ocorrem rela-

"

xamentos sempre incompletos para a concentracao de 6,7;18"
(preparacdo P), enquanto que em concentracic dez vezes maior
o nivel zero e sistematicamente atingido (préparacﬁo 0). Tal
como observado na figura anterior, o efeito maximo induzido

pelo nitro-composto tambem se completou apos 5 minutos da
sua adicao ac banho. As velocidades de contracao do CBC ,
neste e demais experimentos em que foi utilizado, sd sdo ade
quadamente avaliadas a partir do tempo conforme registrado:

sobre seus tracados, contado desde o instante da adicdo do

agonista ao banho.

As respostas relaxantes as varias doses de NPR
(FIG. 11), em presenca de concentracoes crescentes de CBC
mostram que para uma mesma concentragao de nitro-composto, o
relaxamento obtido e inversamente proporcional a dose de

CBC utilizada, isto e, o relaxamento mais intenso corresponde
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a menor concentracdao de CBC presente no banho. As barras -
tracejadas vressaltam o efeito dose-dependente do relaxante.
Aumentando-se a concentracao do nitro-composto, sao obtidas
respostas proporcibnathénte maiores, estando a preparéc&o -
contraida por uma mesma dose de CBC (1,1;]0"7M). Observa -

se tambem, tal como verificado anteriormente (FIG. 10), que

na concentracao de 6,8y10"6M o NPR relaxa a musculatura ate
o nivel zero, quando o agonista esta na concentracdo de
1,110 1.

V. EFEITOS DO AZUL DE METILENO.

V.1. Sobre as respostas contrateis ao carbacol:

A resposta contratil a uma dose sub-maxima de CBC,
em termos porcentuais, em ausencia ou em presenca de azul -
de metileno (AM), pode ser observada na FIG. 12. Foram rea
lizadas t}és curvas ao CBC em condigoes normais e trés cur
vas em presenca do AM. Esta droga foi adicionada, primeira
mente, no inicio da resposta contratil ao agonista, isto &,
antes do terceiro minuto, num estagio mais préximo do plato
(5 minutos) ou ainda, ja no pico da resposta contratil. Es
te procedimento teve como objetivo surpreender eventual di
ferenca de acao do AM sobre a preparacao, em gue pudesse ha
ver condi¢oes nao iguais de atuacao do sistema modulador do

tono. Observa-se que o AM naoc provoca qualquer alteracao

da resposta contratil ao agonista muscarinico.
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V.2. Sobre o relaxamento pelo NPR: pré-contra¢$o pelo CBG:

0s efeitos dé diferentes concentracfes de AM no re
laxamento induzido pelo NPR (6,7x?0'7M), em presenca de CBC
(],1x10'7M), podem ser observados no experimento representa-
do na FIG. 13. Nota-se como a velocidade de contracao ao
CBC e o pico atingido se repetiram de maneira‘seme1hante ao
longo do experimento, tanto para uma mesma preparac¢aoc, Como
entre elas. Em auséncia de AM o NPR produz relaxamento par
‘cial de 25 a 30%, nas duas cadeias traqueais. Este relaxa -
mento foi diminuido de 50%, aproximadamente, quando 0o AM es
teve presente em concentracao de 5,Ox10"5M, preparacao S s
curvas 2, 5 e 6. As curvas realizadas apos o contato do ini
bidor com a preparacao e sua posterior retirada, curvas 3 e
4, preparacao S, nao mostraram modificacﬁes duer da resposta
contratil ao CBC, quer do relaxamento ao NPR. Na preparacao
T; o efeito do nitro-composto ndo se alterou em presenca de
uma concentracao 10 vezes menor de AM. Evidenciando o efei
to dose-dependente do corante, o relaxamento diminuiu de 70%
com a maior éoncentracao de AM ate entdo estudada (I,GXHT4M~
preparacao T ~ curva 5). Mais uma'vez, as respostas contré
teis e relaxantes obtidas apos o tratamento com o AM (curvas
4 e 6) ndo estavam alteradas em relacdo ao controle. E in
teressante ressaltar gque novamente o efeito do nitro-compos

to foi completo apos aproximadamente, 5 minutos do seu conta

to com a musculatura, independente da presenca ou nao do

agente inibidor.,
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V.3. Sobre as respostas contrateis aos estimulos mecanicos:

0s efeitos do AM sobre as respostas contrateis pro
vocadas através do sistema intrinseco foram observados adi
cionando-se o inibidor no inicio do desenvolvimento da con
tracio (FIG. 14) ou depois de atingido o equilibrio da ~ res
posta maxima aos estimulos mecanicos (FIG. 15). Observa- se
que ambas preparacaes apresentam resposta contratil aos es
timulos mecanicos de amplitude normal, conm répido desenvolvi
mento, curvas 1 - preparacoes U e V, e que a responsividade
da musculatura nao se altera ao longo do tempo, curva 2- prg
paracao V, muito embora ocorra uma pequena queda‘do tono no
‘plato. O AM colocado no inicio da curva estimulo-resposta ,

5M (preparacao YV, curva 2) ou

nas concentracoes de 5,0x10°
10'4M (preparacao C, curva 3),'ace1era o desenvolvimento das
respostas aos estimulos e brovoca um aumento da amplitude em
cerca de 12% e 36% respectivamente, Entretanto, retirando -
se o AM do banho, as respostas subsequentes apresentaram -se
diminuidas de aproximadamente 20 a 25% (curva 3 - preparacao
Ue curva 4 - preparacao V). Observa-se que a ultima curva
estimulada tambem apresentou-se 1nibfda e que a adicao de AM
(SXIG'SM - preparacao U ou 104 - preparacao V), estando a
musculatura parcialmente contraida, provoca uma resposta con
tratil adicional, que se desenvolve por completo em cerca de
25 a 30 miﬁutos, atingindo um nivel praximo ou superior ao
nivel 2 controle (curva 1 - ambas preparacﬁes). A figura
mostra ainda que o relaxamento pelo IS (8x10”7M) nao ¢  pre
judicado pelo AM nas duas concentracoes utilizadas {curvas

2 U e 3 V).
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0s éfeitos do AM, adicionado sobre a preparagao con
traida pelos estimulos mecanicos podem ser visualizados na
FIG. 15. 0 registro mostra que ambas preparac¢oes estavam em
condi¢Ges homogeneas e ideais de funcionamento, quanto a velo
cidade de resposta, a amplitude maxima atingida pela estimula
¢cao, mangtencéo do tono no nivel 2, bem como em relacaoc a 4rg
petitividade das curvas 1, 2, 3X e 1, 2Y. O isoproterenci -

(8,0x10"7

M) foi utilizado como relaxante em todas as curvas -
realizadas. Na preparacao X observa-se que em presencé'de AM
na concentracao de 5x10"6M (curva 4), ocorre relaxamento  da
musculatura, que nac atinge o nivel zero; as respostas subse-
quentes (curvas 5,6 e 7) apresentaram-se prejudicadas de ma

‘neira reversivel, principalmente em relacdo a manutencdo da

contracdao maxima atingida.

Constatamos tambem, como mostra a FIG.15, que o AM
(5x107°M) ndo altera o efeito contratil da estimulacio mecani
ca. Apos contato com a musculatura por cerca de 25 minutos ,
o AM foi retirado, a preparacao relaxada completamente pelo
IS (8,0x?0"7M), sendo a seguir realizadas cinco curvas por
estimulacao mecanica (ST). Observa-se, entdo, que estas res
postas estao inibidas, com reducdo do pico maximo, alem - de
sofrerem significante pfeju?zo na manutencao do estado de
contracao atingido. No periodo de tempo estudado, de aproxi-
madamente 5 horas, ndo ocorréu recuperacao completa do siste-

ma intrinseco, que se manifesta nos registros decrescentes em

ausencia dos estimulos, no patamar das curvas.
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V.4, Sobre o relaxamento pelo NPR das contracoes provocadas

por estimulacdao mecanica:

0 efeito do AM (5,0§10"5M) sobre o relaxamento in
duzido pelo NPR, estando o par de cadeias traqueais contrad
das por estimulos mecanicos, esta representado na FIG.16 .
Pode-se observar que a velocidade de contrac§0 aos estimu -
los mecdnicos, bem como amanutencio do tono no platd, con
cordam com os resultados anteriores. Em auséncia do AM
curva 1, o NPR relaxa completamente a musculatura, podendo
ser necessiria a adicdo de uma concentracio maior do compos
to para se atingir o nivel zero. 0 AM, colocado no patamar
da segunda curva estimulada mecanicamente, nao provoca qual
quer‘ modificacao dessa condicdo caracteristica da cadeia
traqueal. Apos 30 minutos de contato com o AM, o NPR nao
induz relaxamento total, mostrando-se diminuido de 30%, 0
que demonstra mais uma vez a capacidade inibitoria do AM
sobre o efeito do nitro-composto, tal como em refacio a con
tracao pelo agonista exogeno, (FIG. 13). Apds o desapareci
mento do efeito desta dose inicial de NPR, segue-se uma pe
-quena resposta contratil espontanea, que se estabiliza num
nivel inferior ao do sistema intrinseco. Tres adicoes de
nitroprussiato de sodio °~ ndo mais leva a preparacidc até o
nivel zero, salientando repetidamente a profunda inibicdo -
do seu efeito. As contracdes espontaneas observadas  apos

as adicoes sucessivas do nitro-composto viaoc se desvanecendo

progressivamente, lembrando uma resposta taquifilatica.
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B VI. EFEITOS DA INDOMETACINA NAS RESPOSTAS AO NPR:

Em ausencia de IDMTC o NPR relaxa significativamente
(cerca de 76%) a musculatura traqueal contraida pelo CBC
(1;Tx10'7M (FIG.17). Apos contato com IDMTC (8,4x10"7M) por

95 minutos, a preparacao se relaxa ate o nivel zero e nao

ocorrem respostas aos est?mu?os“mecﬁnicos (nao mostrado) .
Nestas condicOes, observa-se poderoso relaxamento de aproxi-

madamente 87% a mesma dose de nitro-composto, enquanto que

SM, inibiu este efeito rela

o AM, na concentracao de 5,0x10"
xante de 30 a 35%, quer em ausencia, quer em presenc¢a de

IDMTC no Krebs,



i LER Tl W W W Ll o s rndwlcw ~ {3 F I Uy v bt e L L - g f&-h.ir..ﬁ ~ ¥ 04 SJALFIG R - b S e |

DLW +H-)-
NdN WY 082 MdN 289 k ¥dN WY 289 MdN 98D
» L ] L/ diwg » L L)
/
Gy
/
Ul G
| .
uju g
- {
Ui G
SLNG T +H-)
¥dN WY 28D ¥dN 289 & ¥dN WY 98D H¥dN 289
L J [ ] L4 - » - ] L
FRTE- \
wwg
/

g

|
-~ ’ : '
uRGG
\/ i ~
L] [
oy

W Zh

/
uRIg
[
-
g
. . ug
» *
H_Eu o4




DISCUSSED

- e am am ame e ame am ee mn a ae am e e s . i ke i . i e el

e, am A A s A . Ak AR s S S dh A A 4D



58

I) RESPOSTAS CONTRATEIS DO MOSCULO LISO TRAQUEAL

A produgio endogena dos metabolitos do acido ara

quidonico pelos tecidos animais e o seu papel modulador das
fungdes biolbgicas, tem sido verificado nido apenas no funcio
namento do sistema respiratorio (OREHEK e cols., 1975), como
também em diversos aspectos da fisiologia da reprodugao (GOLD
BERG & RAMWELL, 1975), de respostas imunologicas (PELUS &
STRAUSSER, 1977), do funcionamento renal (DUNN & HOOD, 1977),
vascular (DUSTING; MONCADA & VANE, 1978) e do processo infla
matoric (HIGGS; MONCADA & VANE, 1984). |

A cadeia traqueal de cobaias "in vitro", mantida
em repouso e completamente relaxada, apresenta contragao es
pontanea, cujo desenvolvimento pode ser acelerado por estimy
los mecanicos consecutivos (FIGS. 1 e 2). Em condigdes nor
mais, o tono inerente da cadeia traqueal nao se modifica ao
longo do tempo; tanto o desenvolvimento da resposta aos ég
timulos mecanicos, como o nivel contratil atingido se mantem
constantes durante todo o experimento (FIGS. 14 e 15).

Utilizando traqueia intacta de cobaia, isolada em
perfusao, COLEMAN & FARMER (1971), observaram que a prepara
¢ao desenvolvia gradual aumento espontaneo da pressdo intra-

-luminal, de natureza ate ent3o desconhecida. Posteriormen
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te, foi verificado que a indometacina produzia relaxamento
dose-dependente da preparacao traqueal de cobaia contraida
Espontaneamente, sugerindo que o tono intrinseco fosse devi
do a producdo de prostaglandinas (FARMER e cols., 1972).

Em nossas condigoes experimentais, a indometacina
produz re]éxamento gradual da preparagao previamente contral
da por estimulos mecanicos (FIGS. 5 e 6), até o nivel denomi
nado zero, em cerca de 60 a 80 minutos, que corresponde a0
relaxamento maximo de que a preparacao e capaz. Estimulos
mecanicos realizados durante a progressio do relaxamento
(FIG. 6) ou apdos o seu téermino (FIG. 5), ndo mais induzem
respostas contrateis na musculatura. Este fato sugere que o
tono intrinseco decorre, pelo menos em parte, da producao de
prostanoides pelo musculo liso tragueal de cobaias (OREHEK e
cols., 1973, 1975; GRODZINSKA e cols., 1975) ou, como  suge
rem ADCOCK & GARLAND (1980), da participacdo de metabolitos
da via lipo-oxigenase. |

Quando a musculatura esta contrafda pelo carbacol,
nac se observa o esperado relaxamento complieto que se sucede
a retirada do agente muscarinico no plato da curva {FIGS. 4
e 6); entretanto, com a inibicdo do sistema intrinseco pela
indometacina, a cadeia traqueal chega prontamente ao nTvé]
zero, logo ap6s a remocido do agonista (FIGS. 5§ e 6, K-H com
indometacina). Isto significa que o tono espontﬁneo da mus
culatura traqueal ndo se manifesta apenas quando o orgdoc es
ta relaxado ou submetido aos estimulos mecanicos a partir do
nivel zero. Varios trabalhos demonstram que as respostas

contrateis a agonistas muscarinicos ou a outros agentes con
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trateis da traquéia provocam a liberac3o de prostaglandinas
e de outros prostanoides pelo tecido, durante a contragao
(JONES e cols., 1980; MITCHELL, 1982 e 1984; SHORE e cols.,
1985).

| Em 1975, OREHEK e cols., demonstraram a liberagdo
~de prostaglandinas dos tipos E, e F, - alfa pé]a traqueia de
cobaias contraida por efeito da acetilcolina ou da histamina.
Estas prostaglandinas tambem eram produzidas quando a super
ficie mucosa, mas ndo a serosa do orgdo era estimulada meca
nicamente pelo rogar delicado de um bastao de vidro. A incu
bacao com indometacina (1,7 x 30"6M), alem de reduzir a ten
sdo basal da preparagao, diminue as respostas as baixas con
centracoes de histamina, serotonina, acetilcolina, bario e
potassio; as respostas as altas concentragdes destes agonis
~ tas estavam aumentadas. Em presencga de concentragao mais
elevada de indometacina (8,5 x 10'5M), as resposfas a todas

as concentracoes de histamina est3o diminuidas, sendo este

Estes autores sugeriram que a tensdo basal da traquéia de co
baia era devida a producao de prostaglandina Fo - alfa e que,
durante o desenvolvimento da resposta contratil aos diferen
tes agonistas, as prostaglandinas Ep e Fp, - alfa seriam libe
radas com a finalidade de modular a intensidade da contragao
do musculo. Esta hipotese,que ressalta o papel modulador do
sistema ihtr?nseco do musculo traqueal, admite a necessidade
fisiologica de se manter o tono muscular num nivel constan
te, compativel com o funcionamento normal deste 5rg§o. De

acordo com a intensidade do estimulo contratil, o sistema se
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ria acionado no sentido de intensificar as respostas as pe
quenas concentracoes de agonistas ou de atenuar o efeito de
doses elevadas. Tal modulacgdao seria obtida por aumentos ou
diminuic¢des nos niveis das prostaglandinas E, e Fp - alfa,ou
por alteracoes na sensibilidade do musculo 3 estes prostanoi
des, individualmente.

Em nossas condicdes experimentais, as respostas
ao carbacol nas menores concéntragaes utilizadas estao dimi
nuidas em presenga de indometacina (FIGS. 5, 6 e 7), e mesmo
em sua auséncig, depois de ser posta em contato, seguido de
sua remo¢ac do bénho. . Isto indica que o sistema intrin
seco da cadeia traqueal aumenta a contragdo as pequenas con
centragoes do carbacol (2,7 x 1078 e 5,5 x 10'8M), 0 que
confirma és observacbes relatadas por OREHEK e cols. (1975).
Assim, estimulos de baixa 1nténsidade acionam o sistema pros
taglandinergico modulador do tono, no sentido de intensifi
car ou exarcebar as respostas contrateis. A presengca deste
sistema modulador n3o permite a execugao de curvas dose-efei
to nesta preparacao. A relacao direta entre concentracao do
agonista muscarinico e o seu efeito; observadas nas figuras
3 e 4, e funcao mais complexa que usualmente e estaria Timi
tada a valores de resposta ao carbacol superiores ao nivel
do sistema intrinseco, 0 qual as vezes superam. Entretanto,
a propria amplitude das respostas do sistema prostag]andinﬁg
gico varia,>atingindo algumas vezes 80% da capacidade contra

til maxima (FIG. 6). Isto dificulta a obtengao de respostas

a0 carbacol que estejam acima dos niveis do sistema modula

dor e, ao mesmo tempo, abaixo dos niveis maximos. Mais fre
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quentemente, os efeitos de concentragdes elevadas de carba
col nao se alteraram, estando o sistema intrinseco inibido
pela indometacina (FIGS. 6 e 7), e quando se mostraran aumen
~tados, essa diferencga ngo foi significante, o que em  parte
decorre do tamanho reduzido da amostra trabalhada e da impre
cisao intrinseca a metodologia. A explicacdo deste fato @
.complexa, mas envolve principalmente a existencia de um "es

pago" adequado entre os niveis dois e trés, que permita re

gistrér contracoes que estejam suficientemente maiores que a
resposta intrinseca maxima e, ao mesmo tempo, abaixo da res
posta extrinseca maxima, de modo a exibir aumento considera
vel da contracao ao agonista na vigéncia do b]oquefo pela in
dometacina.

Algumas observacgOes sugerem, contudo, que as con
tragdes de maior intensidade ﬁossam ser moduladas pelo siste
ma intrinseco da cadeia tragueal. A primeira delas se rela
ciona com os efeitos do carbacol (2,2 x ¥0"7) em presenga de
indometacina (5,6 x 10"’ - FlG. 7}s; apenas duas respostas
apresentaram~se aumentadas em relagao ao pico obtido com
Krebs normal, para a mesma concentracac do agonista. Muito
embora estes aumentos ndo tenham valor estatisticamente sig
nificante, eles fornecem indicagao biologica de que as  res
postas aos estimulos de alta intensidade podem estar | sendo
inibidas pela agao do sistema modulador. A segunda observa
¢ao baseia-ﬁe no fato de que, retirando-se o carbacol no pa
tamar de sua resposta, obterem-se sistematicamente relaxamen
tos incompletos, de intensidade diretamente proporcional a

dose do agonista utilizada (FIG. 4). Desta forma, ao se re
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mover o carbacol do banho, nas concentrégﬁes mais altas uti
.1izadas, a preparagao atingira um nivel de equilibrio de re
laxamento inferior ao do sistema intrinseco, previamente de
finido, porem sem chegér até a linha base. Admitimos que a
diminuicdo da amplitude do nivel dois seja conseqliencia do
predominio de prostag}andinas relaxantes, ajustado a diminui
¢ao de prostaglandinas contrateis, caracterizando assim a mo
dulacdo das respostas as concentracbes elevadas de carbacol.
Concordando com os resultados obtidos em presenca de indomg
tacina, as respostas as menores doses de carbacol sdao  devi
das em grande parte ao sistema intrinseco, visto que suprimi
do o agonista ndo ocorre relaxamento da preparagao, que pra
ticamente permanece no nivel dois (FIG. 4). Assim, fica de
monstrado o papel modulador do sisfema intrinseco da cadeia
traqueal, sem a necessidade de se abolir tal sistema pela in
dometacina, procedimento utilizado na maioria dos estudos so
bre a modulagao das respostas contrateis da musculatura res
piratoria.

Em conclusdao, 0s nossos resultados mostram que a
cadeia traqueal de cobaias apresenta tono intrinseco de natuy
reza prostanoidérgica que modula as respostas contrateis ao
carbacol. Esta modulacao se faz no sentido de intensificar
as respostas contrateis de menof amplitude e, provavelmente,
frear as contracdes mais intensas, conforme sugestao de
OREHEK e cols. (1975). O0Os efeitos exclusivos dos agonistas

contrateis so0 serdo observados se o sistema modulador esti

ver ausente, inibido por concentracoes adequadas de anti-in

flamatorios nao-esteroides, tal como a indometacina.
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Ia) EFEITOS DA INDOMETACINA

Quando se utilizam anti-inflamatorios nado esterci
des para avaliar a participagao das prostaglandinas em even
tos biologicos, nao se pode desprezar o fato destas drogas
possuirem di?ersas agoes sobre outras enzimas, além de inibi
rem a ciclo-oxigenase. Contudo, as concentracoes necessa
rias para alterar o sistema de sintetase de ﬁrostag1andinas

de modo especifico sEa,asseguradamente, mais baixas do - que

para as demais acoes {FLOWER, 1974). A habilidade da indome
tacina interferir na participacao do Ton calcio em varios
processos biologicos, tais como contragao muscular e libera
¢cao de enzimas lisossomais de leucdcitos polimorfonucleares

esta bem documentada (NORTHOVER, 1971, 1972_e 1977).  Contu
do, suas influencias sobre o calcio requerem concentragoes
uma ou duas ordens de grandeza mais elevadas do que as por
. nos utilizadas como inibidora da biossintese de prostaglandi
naS, estabelecida e confirmada anteriormente, que € da ordem
de 10~ (SAKAMOTO, 1983). O0s efeitos de concentragoes ele
vadas de indometacina sao, n3o apenas inespecificos, como
tambem caracteristicamente reversiveis (OREHEK e cols., 1975,
SHORE e cols., 1985). Assim & que, em presengé de indometa
cina, 8,4 x 10~5M (FIG. é), as respostas a todas as doses de
carbacol apresentaram-se diminuidas. Apos a supressao do
inibidor do banho, confirmou-se a inespecificidade do seu
efeito; as respostas as altas concentragdes do carbacol se
recuperaram completamente, uma vez que a inibigao pela indo

metacina e reversivel e inespecifica. Entretanto, ¢ compo
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nente intrinseco & permanentemente inibido, do que resultam
respostas nao moduladas e de amplitude completa. Assim, as
respostas a baixas concentragoes do agente muscarinico, pro
duzidas em condigoes norhafs pelo componente endogeno prosta
glandinergico, diminuem ou desaparecem com a supressao do
sistema intrinseco.

Nos trabalhos em que a indometacina & utilizada

para avaliar o papel das prostaglandinas nas respostas con

trateis 2 agonistas exogenos, pouca mengao e feita sobre seu
mecanismo de agao e a duragao do seu efeito. Em nossas con
dicoes experimentais, a indometacina sempre foi adicionada a
preparacao completamente contraida pelos estimulos mecani
cos. Este procedimento foi escolhido porque fornece, ao ini
bir a ciclo-oxigenase, uma pista sobre a intensidade do blg
queio, fungdo que e da ve]ocfdade do relaxamento. Tambem
padroniza a atuacio de moléculas de agdo especifica sobre o
sistema prostaglandinergico, sempre que este se encontre no
mesmo estado funcional. 0 relaxamento gradual observado,
provavelmente & resultado de diminuigao da produgao de pros
taglandinas, em conseqllencia da inafivagﬁo progressiva da en
zima que metaboliza o acido araquidonico, precurssor destes
prostandides. Alcangado o relaxamento maximo de que o mus
culo @ capaz, atingido apos 60 a 80 minutos, a estimulagdo
mecanica intermitente nao provoca,'a partir de entao, respos
tas contrﬁtéis, mostrando que o sistema intrinseco esta  au

——

sente (FIGS. 5 e 6). Nestas condigoes, as respostas ao car

——

bacol sao certamente exclusivas deste agonista, sem sofrer

influencias do sistema modulador. Retornando-~se ao Krebs-
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-Henseleit normal, por meio de sucessivas trocas do 1iqlido,
o sistema contratil intrinseco ainda permanece inibido  por
um periodo aproximado de 60 minutos ou mais, dependendo da
concentracao do inibidor e do témpo de contato previo com a
preparacao; nestas condigoes, o teste do carbacol ainda re
pete seus efeitos caracteristicos. Contudo, em pelo  menos
um experimento pudemos verificar que o sistema intrinseco po
de se recuperar por completo, mesmo apos contato com a indo

metacina, 8,4 x 1077 (FIG. 6) por'um perfodo de tres horas

e meia.
0s nossos resultados mostram que a indometacina,

7M, inibe apenas

empregada numa concentracdo da ordem de 107
o sistema intrinseco da cadeia traqueal de cobaias. Esta
inibicao, aparente apds 60 a 80 minutos, € passivel de rever
sdo quando se retira o anti-inflamatdrio do banho, mesmo
apos longos periodos de seu contato com a'muséulatura. Desta
forma, o conhecimento detalhado do comportamento da prepara
¢ao frente.ao inibidor utilizado, e de importancia fundamen

tal para se interpretar corretamente o papel do sistema in

trinseco na fisiologia do musculo traqueal.

11) RESPOSTAS RELAXANTES A0 NITROPRUSSIATO DE SODIO

0 nitroprussiato e poderoso agente vasodilatador,

" cujo mecanismo de acao vem sendo intensamente estudado nos

anos recentes (IGNARRO & KADOWITZ, 1985). Da analise dos

seus efeitos em diferentes musculos lisos, KREYE e cols.
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(1975}, observaram potente efeito relaxante,somente nas mus
culaturas que apresentavam respostas predominantemente tﬁni
cas, quais sejam, a aorta de ratos contraida pela nor-epine
frina e a cadeia traqueéT de cobaias contraida pelo carbacol.
Sugeriram que o nitroprussiato étuava no acoplamento excita
cio-contragdo da musculatura lisa tonica, interferindo no in
fluxo e na ativacgao fintréce]ular do calcio.

Quando a musculatura traqueal esta completamente

contraida pelos estimulos mecanicos ou pelas pequenas concen
tracdes de carbacol, que promovem respostas muito proximas
do nivel do sistema intrinseco, o nitroprussiato tem a habi
l1idade de relaxar completamente a preparagao (FIG. 8). Nos
sos resultados tambem mostram que o efeito do nitroprussiato
e dose-dependente {FIGS. 8, 9 e 10) e inversamente proporcio
nal a concentracao do agonista; conforme registrado em nos
sos experimentos (FIG. 113 FIGS. 8, 9 e 10: NPR 6,7 x 1077M)
isto &, aumentando-se a concentragio do carbacol, os vrelaxa
mentos obtidos com uma mesma dose do nitro-composto sao gra
dualmente menores. Este fato tambem foi relatado por LIN
COLN (1983), utilizando a preparagéo de aorta de rato con
trafda pela nor—epihefrina. Este autor obse%vou gue 0 grau
de relaxamento induzido pelo nitro-composto era mais intenso
em presenca de baixas concentragaes da catecolamina. Seus
resultados sugerem a existencia de um antagonismo entre o re
lTaxante e o calcio intracelular mobilizado para a contracao.

E interessante observar como a intensidade de contragao real

mente influencia o grau de relaxamento pelo nitroprussiato.

Assim, cadeias traqueais que exibem sensibilidades diferentes
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a uma mesma dose de carbacol, s3o relaxadas em maior ou me

nor grau, de acordo com a velocidade da sua contracgao e a am

- plitude da resposta maxima induzida pelo agonista contratil;

aquelas menos intensask(FIG. 10; NPR 6,7 x 10'7M) sao rela
xadas mais facilmente (FIG. 9; NPR 6,7 x 1077 M).

Além de seus efeitos na mobilizacao do calcio in
tracelular e na permeabilidade da membrana do misculo 1liso

vascular ao jon cloro (KREYE, 1980), tem-se verificado que o

relaxamento pelo nitroprussiato envolve aumentos dos niveis

do GMP-cTclico, tanto no musculo liso vascular (IGNARRO e
cols., 1981), como na traqueia de boi (KATSUKI & MURAD,1877)
e de cdo (FISCUS e cols., 1984). GRUETTER e cols. (1981a)
demonstraram que o azul de metileno inibe, simultaneamente,
0 acimulo de GMP-cTclico e o relaxamento induzido pelo nitro
prussiato de sodio na arféria coronaria do boi. Discordamos,
entretanto, da interpretacao dada por estes autores nos re
sultados de JANIS & DIAMOND (1979), em relagao aos mecanis
mos envolvidos no relaxamento de musculos Tisos de origem
nao-vascular. Para nos, as conc!uéﬁes de JANIS & DIAMOND
(1979), ndo sdao incompativeis com o estabelecimento de vrela
¢do causal entre aumento da concentragdo de GMP-ciclico e re
laxamento da musculatura traqueal, defendida por exemplo,
por KATSUKI & MURAD, 1977 e FISCUS e cols., 1984

Na musculatura lisa da traqueia de cobaias, de

5

monstramos que o azul de metileno, 5,0 x 107°M, diminue o re

laxamento pelo nitroprussiato de sodio, 2,0 x 10-6m, quando

a preparacao esta contraida por estimulos mecanicos (FIG.

16), ou pelo carbacol (FIG. 13),, condigao em que o azul de
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metileno, 5,0 x 10°°M e 1,0 x 10°*M, tamb&m inibe o relaxa
mento pelo nitroprussiato de modo dose-dependente. Resulta
dos semelhantes foram recentemente relatados por ~ ALLEN e
cols.(1986b), que também observaram inibigdo pelo azul de me
tileno do efeito relaxante do nitroprussiato na traqueia iso
jada de cobaia contraida pela histamina. A inibigao pelo.

azul de metileno sugere que o nitroprussiato relaxa o muscu

1o liso traqueal atraves de mecanismos semelhantes aos que

operam no misculo liso vascular, Qe!o menos em reiagéo a ati
vacdo da guanil-ciclase, uma vez que 0 inibidor parece exer
cer seu efeito dermodo especifico sobre um componente da mo
1§¢u1a da enzima (MARTIN e cols., 1985).

| Revendo o pépe1 do GMP-cTclico no relaxamento do
misculo liso vascular, IGNARRO & KADOWITZ (1985) sugerem 0
emprego da expressao "nitrogeh oxide-containing vasodilators®
para designar os agentes hipotensores que liberam oxido  ni

trico da molecula, fator comum envolvido na ativagdo da gua

12

nil-ciclase por todos relaxantes desta classe. O oxido n
trico & bastante lipossoliivel e instavel, o que explicaria,
segundo NEEDLEMAN e cols. (1985), porque algumas destas dro
gas exibem efeito hipotensor transitorio.

Pudemos observar que 0 misculo liso traqueal ati
vado pelo carbacoi, e sob condicdo de relaxamento parcial in
duzido pelo nitroprussiato de sodio, tambem mostra nitida
tendencia alretomar.uma contracdo "espontanea", apesar da
virtual presencga do relaxante (FIG. 17). Assim, o esgotamen
to gradual do oxido nitrico, quimicamente instavel, em  con

traste com a conhecida estabilidade estruturai do carbacol
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(TAYLOR, 1985), suportam firmemente a hipotese de que o sis
tema em que agonista e antagonista estiveram presentes tende
a retornar espontaneamente ao estédo de contracgao. -Este
efeito relaxante transitdrio ndo poderia ser devido i inati
Qagéo precoce da droga pela luz ambiente, ja que as solugoes
foram feitas no momento de sua utilizagao, sendo mantidas em
frasco ambar recoberto por uma fita de plastico negro. Alem.

disso esta hipdtese parece pouco provavel, face as afirmati

vas de ARNOLD e cols. (1984) ap0s demonstragao derqueo nitro
prussiato em solucao aquosa, quer intacto, quer degradado
por - meio de radiacdo eletromagnética de diferentes com
primentos de onda, produz as mesmas respostas hipotensoras e
que o‘6x1do nitrico, responsavel por seu efeito hipotensor,
pode ser gquimicamente detectado em solugdo, apos a  degrada
¢ao da molecula original. |

NEEDLEMAN e cols. {1973) sugeriram que 0 relaxa
mento do musculo liso vascular pelos nifroso—compqstos de
pende de grupos SH teciduais intactos; o exaurimento déé
tes grupos por reagentes quimicos especificos causa diminui
cao do efeito relaxante, o que exp}icaria a eventual toleran
cia a estas drogas. N3o conseguimos demonstrar a existencia
ou desenvolvimente de toierﬁncia a repetidas adigoes de ni
troprussiato, no musculo liso tragueal "“in vitro” (FIG. 10).
Os relaxamentos obtidos com a concentracao de 6,7 x ?O"7M,de

intensidade aparentemente variavel, progridem sd ate valores

de resposta muito proximos do nivel do sistema intrinseco mo

dulador do tono (FIG. 10, N). Por outro lado, 03 re]axameg

tos obtidos com concentragoes de 6,7 x 10-6M (FIG. 10, M) fo
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foram sistematicamente maximos, isto &, até o nivel zero, fo
ra do alcance funcional do sistema modulador enddogeno. Se o
relaxamento da cadeia traqueaT pelo nitroprussiato. depende
de grupos -SH intactos, ta? como no miusculo liso vascular,
(NEEDLEMAN e cols., 1973; IGNARRO & KADOWITZ, 1985), nossos
resultados poderiam indicar que tais grupamentos nao se modi
ficam nas condicoes altamente padronizadas do experimento,
no sentido de que a exigéncia de preparagdes que exibiram
atividade consideravel do sistema endogeno modulador do tono,
reflita condigao metabolica otima. Convem lembrar que nume
rosas vezes surpreendemos animais com reacoes inflamatorias
puimonares, cujas traquéias deram origem a preparagﬁes inca
pazes de gerar tono quer espontaneo, quer resposta contratil

significante e sustentada a estimulos mecanicos.

III) RESPOSTAS A0 AZUL DE METILENOG

Nos estudos "in vitro" com preparaqﬁes de muscula
tura lisa, o azul de metileno tem sido modernamente  experi
mentado como inibidor da guanil-ciclase. Este composto, que
tem agao germicida fraca, foi, no passado, utilizado para in
duzir a formagao de metahemoglobina no tratamento da dintoxi

- . ~ 2+
cacao pelo cianeto. Em altas concentragoes converte o Fe

3+

da hemoglobina reduzida a Fe” , do que resulta produgﬁo de

meta-hemoglobina, tal como faz o anion nitrito. Contraria

mente, baixas concentracoes do azul de metileno "in vivo"

apressam a conversao da meta-hemoglobina a hemoglobina, 0
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que ocorre no interior de hemacias, numa reacao catalisada
por redutases da meta-hemoglobina, dependentes de NADP. Aqui,
o azul de metileno atua como aceptor de eletrons do NADH pa
ra a meta—hemog1obiha; \uma vez reduzido pelo NADH, pasﬁa a
forma 3euco; reduzihdo entao a meta-hemoglobina (HARVEY,
1975).

A falta de informacao mais espec?figa guanto a

agoes do azul de metileno sobre a musculatura lisa respirato

ria. nos levou a executar experimentos no sentido de consta
tar e medir eventuais efeitos quer sobre o sistema intrinse
co modulador do tono, quer sobre as respostas'ao agonista
exdogeno carbacol.

Nossos resultados mostram gque o azul de metileno
nao altera as respostas contrateis ao carbacol, 5,5 x 10"8M,
quer em reiégao a velocidade, Quer em relagio.ﬁ amplitude
(FIG. 12). Quando a muscu]atura traqueallesté sob o comando
do mecanismo endogeno modu1adof do tono, o azul de metileno
apresenta efeito duplo sobre a preparagac. Se adicionado so

bre a musculatura traqueal no estado de relaxamento, as res

postas aos estimulos mecanicos sao aceleradas e atingem major
5

amplitude (FIG. 143 AM - 5,0 x 107°M ou 1,0 x 107°M). Entre

tanto, se adicionado a preparacao sob contragao maxima por

efeito do sistema endogeno (FIG. 15), provoca  relaxamento

by - X), ou o nivel da

5

parcial da musculatura (AM - 5,0 x 107
resposta contrétil nao se modifica (AM - 5,0 x 10°°M - Y).
Efeitos re1axantes apareceriam com concentragﬁes menores,

mas nao com concentracoes dez vezes maiores, e poderiam es

tar ligados & predominancia da acao redutora do azul de meti
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leno sobre algum metabolito endogeno, Tal como descrito para
.as acoes do proprio azul de metileno sobre a hemoglobina,
quando em altas concentragoes ele facilita a oxidagdo do Fe2+
formando meta-hemoglobina, poréem fazendo efeito oposto, isto
e, promovendo a redugao da meta-hemog]obina,quando em baixas
concentracoes (HARVEY, 1975). Inicia-se, entao, um processo
lTento, caracterizado pela inibicao da eficiencia - reacional
do sistema intrinseco (FIGS; 14 e 15). Essa inibicao, tanto
da amplitude como da capacidade de manutencao das respostas
aos estTmuios mecanicos, € essencialmente dose-dependente e
sua reversibi1idade S0 ocorre para concentracoes menores que
5,0 x 107%M. Para concentragoes assim baixas, o sistema in
trTnseco se mostra sensivel, enquanto que o relaxamento pelo
nitroprussiato nio se reye1§ inibido (Curva 3, FIG. 13T).

Em nossas condigoes experimentais, o azul de meti
leno provoca contragao da musculatura traqueal, que nao ul
trapassa o nivel atingido pelos estimulos mecanicos (FIG.
14). MARTIN e cols. (1985), observaram que o azul de metile
no, apos pequeno perTodo de latencia, produz contragao lenta
de aneis aorticos isolados de coelhos, que decorreria da 11
beracgao de nor-epinefrina das terminagoes nervosas intra-mu
rais, ja que o pré~tratamento dos animais com reserpina pre
vine o efeito contrétil. Enttetanto, a observagao experimeﬂ
tal feita pelos mesmos autores de que ate nas preparagaes ob
tidas de animais préwtratados pela reserpina permanece um

efeito facilitador das contragoes provocadas pelo agonista

alfa-adrenergico fenilefrina, deixa claro que o azul de meti

Teno tem realmente pelo menos uma agao farmacologica adicio
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nal, nesse nivel de concentracao, permitindo-se afirmar que
0 corante &, mais provéve?mente, farmaco de atuagdo intrace
Tular, influenciando processos metabolicos, sem caracteristi
cas de um agonista no séntédo estrito sobre receptores de
membrana. _ |

CRAVEN & DERUBERTIS (1978), demonstraram que a

capacidade da guanil-ciclase soluvel de hepatocitos ser ati

vada por nitro-compostos & perdida durante o processo de pu
rific'aga‘o, mas pode ser restaurada pela adigao da fragao so
brenadante, que contém fatores soliiveis termo-estaveis. A
mesma ativacao pelo nitroprussiato, nitritos e pelo oxido ni

trico e marcantemente aumentada peTa presenca de agentes re
dutores como o ascorbato, cisteina e glutation, que mantém o
ferro heme na forma ferrosa, o que‘favorece a formacgao de
complexos nitrosil-heme paramagneticos pelos ativadores.
Realmente, acredita-se que o corante inibe o relaxamento in
duzido pelos nitrovasodilatadores por oxidar um  componente
da guanil-ciclase, provavelmente o grupamento heme desta en
zima (MARTIN e cols., 1985). Neste contexto, lembramos que
a enzima que catalisa a formagﬁo da prostaglandina G requer
grupamento heme como cofator (MONCADA; FLOWER & VANE, 1985).
Desse modo, o azul de metileno poderia encontrar ali um “lo
cus" de agao, do qual viria a prejudicar a formagao desta
prostaglandina priméria e de seus subprodutos, comprometen

do desta forma o sistema intrinseco modulador do tono do mis

culo traqueal.

Assim, o azul de metileno nao modifica as respos

tas contrateis ao carbacol, ao mesmo tempo em que estimula,



75

ele proprio, o sistema intrinseco até um nivel ligeiramente
superior ao da suposta resposta maxima endogena e reduz sig
nificativamente a eficiencia das contracoes a estimulagdo me
cinica. Este efeito inibitdrio sobre o sistema intr?nséco e
dup1o,listo g, se faz.sentir tanto na diminuigac da amplitu
de, como atraves da incapacidade da preparacgdo manter o tono

ativo ja com baixas concentragbes do composto (5,0 x iO'GM),

com as quais se observa regeneragao completa desses dois pa

rémetros. A eliminacao do tono ativo pela indometacina ndo.
modifica o antagonismo fisiologico entre nitroprussiato e
carbacol, desde que as suas concentragoes se limitem ao blo
queio especTfico da ciclo-oxigenase. Tambem os efeitos do
azul de metileno reduzindo os relaxamentos provocados pelo
nitroprussiato nao sao afetados pela indometacina.

Na medida em que se aceita como relativamente es
pecifica a agao do azul de metileno no b?dqueio da ativacao
da guanil-ciclase pelo oxido nftrico, pode-se concordar que
0s resultados por nos obtidos sdo compativeis com o mesmo me
canismo proposto para a acao relaxante do nitroprussiato de

sodio envolvido na musculatura lisa vascular (IGNARRO & KADO

WITZ, 1985).
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1. A modulag¢ao endogena das respostas ao agonista
exogeno carbacol foi demonstrada, nao apenas pelo uso de ini
bicao especifica, como também sem inibidor da ciclooxigenase,
em condigoes isotdnicas que revelam o tono intrinseco da ca

deia traqueal.

2. Na musculatura lisa tragueal, as respostas re
laxantes ao nitroprussiato de sodio s3ao inibidas pelo azul
de metileno, tanto em presenca como em auséncia do sistéma
intrinseco, sugerindo que os mecanismos envolvidos no relaxa
mento da musculatura respiratoria pelo nitrocomposto sao an§

logos aos ja descritos no musculo liso vascular.

3. 0 azui de metileno nao altera as respostas con
triteis ao carbacol, mas as contragbes aos estimulos mecani
cos estao inibidas.

Esses resultados s@o compét?veis com a hipote
se de que haja um componente comum a ambos sistemas em  que
o grupo heme esteja implicado na ativacao da guanil-ciclase
e também essencial na catdlise da reagao de produgao de pros

taglandina G.
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The "in vitro" analysis of the guinea pig tracheal smo-
oth muscle behavior has reveéled that its responses to the action
of agonists is modulated by endogenously produced prostaglandins
(OREHEK et al., 1975). In our experimental conditions, the iso-
tonic contractions after intermittent standard mechanical stimu-
lation cannot be abolished by simple washings of the preparation.
Contrarywise, the contractile responses are cumulative until a
well defined level of contraction is reached. If at any point
the muscarinic agonist carbachol is added to the preparation, a
higher, or even the maximum level of contraction can be attained.

- If carbachol is rémoved from the organ bath, only partial relaxa-
tion can be achieved, to a level similar to that of the mechanic-
ally stimulated preparation. Complete relaxation can be afforded
by acﬁive]1y stimulating beta adrenergic receptors, or, for exam-
ple, by sodium nitroprusside.' The responses to high concentrati-
ons of carbachol are modulated physiologically, a process that can
be prevented by treating the preparation with the nonsteroid antji
inflammatory agent indomethacin. The pharmacologfcal effects of
nitroprusside and methylene blue on this preparation were studied
in the search for analogous actions as those exerted by these ag-
ents, alone or combined, in the vascular smooth muscle. The phy-
siolegical antagonism between carbachol and nitroprusside is deose-
dependent but tachyphylaxis to the repetitive challenging with
nitroprusside could not be demonstrated. Methylene blue, proposed
as an inhibitor of the activation of guanylate-cyclase by nitric
oxide, the intermediary active component of sodium nitroprusside,
has additional inhibitory properties on the intrinsic system that

modulates the tonus of the quinea pig tracheal muscle.
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