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Resumo

As células tipo | do corpo carotideo sdo 0s receptores sensoriais que
transduzem as varia¢ces na pO2, pCU2 e pH do sangue arterial em potenciais
de acdo do nervo ramo do seio carotideo. Este processo de transducdo envolve
a entrada de Ca2+ via canais de Ca2+ dependentes de voltagem seguida de
liberacdo de dopamina e outros neurotransmissores. Neste estudo
caracterizaram-se 0s tipos de canais de Ca2+ em células tipo I, bem como as
influéncias que sobre eles exercem alguns neurotransmissorres e outras
substancias endogenas. A corrente total de Ca2+ dependente de voltagem em
presenca de 10 mM de Ca2+ atingiu uma amplitude maxima de -94 £ 4.5 pA,
apresentou limiar de ativacdo em -40 mV, 50% de inativacdo em -38 mV e foi
completamente bloqueada por 500 //M de Cd2+ A somatostatina e a dopamina
inibiram significativamente essa corrente. As correntes foram mantidas
durante os 70 ms de despolarizacdo e foram quase duas vezes maiores quando
0 Ba2+ substituiu o Ca2+ como um carreador de cargas elétricas. A amplitude
dessa corrente foi aumentada (106 = 11%) pelo agonista diidropiridinico
(+)202-791 no potencial de -18 mV e bloqueada em 40 + 5% e 74 + 3% pelo
antagonista diidropiridinico nimodipina nos potenciais de manutencdo de -80 e
-60 mV, respectivamente. A corrente sensivel a nimodipina teve uma
amplitude méaxima num potencial teste de -12 mV. A co-conotoxin GVIA
blogueou a corrente total de Ca2+ em 40 + 0.1% e teve uma amplitude
maxima num potencial de +2 mV.

Investigou-se a existéncia de canais de K+ dependentes de Ca2+ usando a
iécnica de "patch clamp™ na configuracdo célula-inteira (whole cell) e célula-

aderida (cell-attached). As correntes de K+ dependentes de Ca2+ foram visuali-
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zadas numa regido de condutancia de coeficiente angular negativo na curva
corrente-voltagem as quais foram abolidas pela aplicacdo de 500 //M de Cd2+,
indicando uma dependéncia da entrada de Ca2+ atraves dos canais de Ca2+
dependentes de voltagem. Este componente da corrente foi abolido pela
aplicacdo de 100 nM iberotoxina, um inibidor seletivo dos canais de K+
dependentes de Ca2+, e reduzido pela aplicagdo externa de 10 nM de
charibdotoxina e 10 mM de TEA. Com a preparacdo célula-aderida a
aplicacdo de SNAP, um doador de 6xido nitrico, resultou em um aumento
tempo-dependente na probabilidade de abertura dos canais de K+ dependentes
de Ca2+. O SNAP aumentou a concentracdo intracelular de Ca2+ em células
tipo I, carregadas com Fura-2, submetidas ou ndo ao pre-tratamento com
cafeina sozinha ou &cido ciclopiazénico e raionidina.

Em concluséo, caracterizou-se que as células tipo | do corpo carotideo
de ratos adultos possuem canais de Ca2+ tipo L (blogueaveis pela nimodipina)
e do tipo N (antagonizaveis pela co-conotoxin GVIA) cujo funcionamento €
afetado por substancias endogenas. Essas células também possuem canais de K+
dependentes de Ca2+ e nelas um doador de NO promoveu um grande aumento
da concentracdo intracelular de Ca2+, sugerindo assim que fenémenos ligados
a homeostase do Ca2+ com capacidade potencial de interferéncia na
quimiotransducao estdo presentes nestas células.
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Abstract

The type | cells of the adult rat carotid body are the primary peripheral
chemoreceptors that sense alteration of pU2, pCU2 or [H+] and these in tum
determine the action potential frequency in the sensory fibers of the carotid
sinus nerve. This process involves influx of Ca2+ through voltage-dependent
Ca2+ channels and subsequent release of dopamine and other
neurotransmitters. This study has characterized the types and the properties of
Ca2+ channels in the type | cells, and the effects of neurotransmitters and
another endogenous substances upon them. The total voltage-dependent Ca2+
current recorded from chemoreceptor type | cells of the adult rat carotid body
in 10 mM Ca2+ was activated around -40 mV, reached a maximum amplitude
of -94 £ 4.5 pA, was half inactivated at a holding potential of -38 mV and
completely blocked by 500 /iM Cd2+ Somatostatin and dopamine significantly
inhibited the whole-cell Ca2t+ current in type | cells. The currents were
sustained throughout a 70 ms voltage step and were almost twice as large when
Ba2+ was used as the charge carrier instead of Ca2+. The dihydropyridine
agonist (+)202-791 increased the Ca2+ current amplitude by 106 + 11% at a
step potential of -18 mV. The dihydropyridine Ca2+-antagonist nimodipine
decreased the Ca2+ current amplitude by 40 £ 5% at a holding potential of -80
mV and 74 £ 3% at a holding potential of -60 mV. The nimodipine-sensitive
current had a maximum amplitude at a membrane potential of -12 mV. The
co-Conotoxin GVIA blocked the whole-cell Ca2+ current by 40 + 0.1% and

the co-CgTx GVIA-sensitive current had a maximum amplitude at a
membrane potential of +2 mV.
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Ca2+-activated K+ channels in adult rat type | carotid body
chemoreceptor cells were studied using whole-cell and cell-attached patch
clamp techniques. Ca2+-activated K+ currents were seen as a region of negative
slope conductance on current-voltage plots which was abolished by 500 j/M
Cd2+ indicating a dependence on Ca?+ entry through voltage-dependent Ca2+
channels. This portion of the whole-cell outward current was abolished by 100
nM iberotoxin, a selective inhibitor of Ca2+-activated K+ channels, and
reduced by externai application of 10 nM charybdotoxin and 10 mM TEA. In
the cell-attached preparation the application of S-nitroso-acetylpenicillamine
(SNAP), a nitric oxide donor, resulted in a time-dependent increase in the
open probability of Ca2+-activated K+ channels. The SNAP increased
intracellular Ca2+ in type | cells loaded with Fura-2 before and after caffeine
alone or CPA and ryanodine pretreatment.

In summary, chemoreceptor type | cells of the adult rat carotid body
have at least two types of voltage-dependent Ca2+ channels, dihydropyridine-
sensitive L-type channels and <n-conotoxin GVIA-sensitive N-type channels,
whose function is affected by endogenous substances. These cells also have
Ca2+-dependent K+ channels which were influenced by a NO donor, possibly
due to as increase in intracellular Ca2+ suggesting that many biological
phenomena connected to the homcostasis of Ca2+ with potential capacity of

interference in chemotransduction may be present in type ! cells.



1.0 Introducao

A respiracdo ¢ um processo biolégico automatico, voluntario ou
involuntario que através da ventilacdo pulmonar mantem as tensdes alveolares
e sanguineas de oxigénio (O2) e gas carbbnico (CO2). Essa respiracdo
pulmonar se complementa com o processo pelo qual o 02 é levado as células
para oxidar nutrientes e obter energia necessaria para todas as funcdes vitais,
ao mesmo tempo que o CO2 ¢ liberado como produto desta reacdo oxidativa.

A atividade metabolica de um animal varia nos diferentes momentos de
sua vida, bem como a demanda de energia. Portanto, todos os componentes
envolvidos no processo respiratdrio necessitam variar e ajustar-se de acordo
com o requerimento energético.

O controle da ventilacdo pulmonar depende de um sistema de controle
central e periférico que, apos o recebimento das informacdes necessarias,
determinam continuamente o estado contratil apropriado dos musculos
respiratorios.

Os animais mais evoluidos possuem um sistema de controle da
respiracdo que coordena todos os componentes envolvidos no processo
respiratério, objetivando manter sua capacidade funcional de acordo com a
demanda de energia das células do corpo.

O controle central da respiracdo envolve pelo menos trés regides do
SNC: o centro respiratorio bulbar (grupo de neurdnios dorsais e ventrais); o
centro apnéustico e o centro pneumotaxico (Berne & Levy, 1993).

O mais primitivo sistema de controle automatico da respiracdo em
mamiferos envolve o grupo de neurdnios dorsais e ventrais localizados em sua
maioria no Nucleo do Trato Solitario (NTS). Estes neurdnios sdo capazes de



iniciar e manter uma ritmicidade béasica essencial a qual esta dividida em duas
fases: inspiracdo e expiracdo. O sinal inspiratério acarreta um aumento
uniforme do volume dos pulmdes e provem do grupo de neurdnios dorsais. Por
outro lado, o grupo de neur6nios ventrais, localizados nos nucleos ambiguo
superior e retroambiguo inferior permanecem inativos durante a inspiracéo,
ndo participam da oscilacdo ritmica e possuem neurdnios inspiratorios e
expiratérios (Mountcastle, 1978; Beme & Levy, 1993; Guyton, 1989, revisado
por Bianchi, Denavit-Saubié & Champagnat, 1995).

O centro apnéustico cuja localizacdo esta na parte inferior da ponte so
pode ser demonstrado ap0s seccdo dos vagos. Este centro impede o
desligamento dos neur6nios bulbares inspiratorios e funciona como um
Impulso extra para a inspiracdo (Berne & Levy, 1993, revisado por Bianchi e
col., 1995).

O centro pneumotaxico, localizado no ndcleo parabraquial, limita a
duracdo do processo inspiratério através do envio continuo de impulsos
inibitérios para o grupo de neurdnios inspiratorios bulbares. Outros elementos
envolvidos no controle da respiracdo estdo localizados fora do SNC e a sua
eliminacdo nédo prejudica a génese do ritmo respiratorio basico (Berne & Levy,
1993, revisado por Bianchi e col.,, 1995). Portanto, o controle central da
ventilacdo pulmonar envolve a atividade intrinseca destes grupos de neurdnios
que sdo capazes de promover uma ativacdo dos musculos inspiratorios, ou seja,
0 sistema nervoso central (SNC) processa as informacg0es provenientes das
aferéncias sensoriais e proporciona uma eferéncia motora apropriada.

Acredita-se que o controle global da ventilacdo pulmonar é apenas
parcialmente alcancado pela sensibilidade dos neurdnios centrais em relacdo

aos produtos de seu proprio metabolismo. Por isso, o centro respiratério bulbar
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é modulado em seu ritmo por impulsos inibitorios e excitatorios oriundos de
estruturas pontinas, cortex frontal via motoneurdnios dos sistemas piramidal e
extrapiramidal, por mecanorreceptores pulmonares, aferéncias proprioceptivas
e principalmente dos impulsos que se originam nos quimiorreceptores centrais
e periféricos que determinam uma apropriada ventilagdo pulmonar capaz de
manter a homeostasia (Beme & Levy, 1993, revisado por Bianchi e col., 1995).

Sendo a respiracdo um processo bioldgico através do qual o organismo
obtém do ambiente o O2 necessario as suas atividades metabolicas bésicas é
razoavel se esperar que a mesma disponha de um mecanismo de controle muito
eficiente. Esse mecanismo de controle € capaz de detectar 0s niveis sanguineos
de certas substancias usadas ou formadas durante a atividade metabdlica
celular (02, CO2 e H+) e envia estas informac0es para as regides de controle
centrais.

A resposta reflexa do mecanismo de controle que detecta a falta de 02 é
relativamente ineficiente se operada isoladamente. No entanto, se torna
poderosa quando as concentracBes de O2 do ar inspirado estd reduzida para
niveis inferiores a 20% do valor normal (Beme & Levy, 1993).

Os receptores sensiveis aos niveis plasmaticos de O2 estdo presentes em
muitas regides do corpo, mas o0 Orgdo sensorial priméario de origem
quimiorreceptora, que monitora os niveis de O2 e forma parte do sistema
integrado do controle da respiracdo, sdo 0s quimiorreceptores aorticos e
carotideos. Estes receptores se adaptam muito lentamente aos estimulos
constantes (baixo pCbh) e sdo responsaveis pela hiperventilacdo induzida pela
hipoxia cronica causada pelas altas altitudes ou por doencas cardiopulmonares
(Guyton, 1989). O corpo carotideo tem, portanto, papel fundamental no

controle da ventilagdo pulmonar e uma importancia clinica nos casos de



hipdxia causada por afeccdes pulmonares que afetam as trocas gasosas como a
pneumonia e o enfisema pulmonar (Guyton, 1989).

Diante disso, na discussdo que se segue, dar-se-a especial atencédo as
influéncias reflexas que envolvem as zonas quimiossensitivas periféricas
localizadas no corpo carotideo, uma vez que estas estruturas detectam
mudancas na composi¢do quimica (02, CO2, pH) dos fluidos corporais, que
refletem a demanda de O2 e a producdo de CO2. Assim, estas estruturas tém
uma funcdo importante no sistema integrado de controle da respiracdo cujo
resultado final sdo ajustes da ventilacdo pulmonar para compensar as mudancas
no consumo de O2 e na producéo de CO2-

As células quimiossensitivas periféricas se localizam em estruturas
compactas - 0s corpusculos aorticos e carotideos. O corpo carotideo de
mamifero € um pequeno 6rgdo localizado bilateralmente na bifurcacdo da
carétida comum. E o principal quimiossensor periférico para 02, CO2 e pH e
estd envolvido na regulacdo da ventilacdo pulmonar, contribuindo para o
controle das fungbes cardiopulmonares (Biscoe, 1971).

O corpo carotideo é altamente vascularizado. O suprimento sanguineo
arterial é feito por uma ou mais artérias - ramos da artéria carotida comum. A
drenagem venosa ¢ feita através de uma ou duas veias que formam um plexo
venoso na superficie do 6rgdo, terminando na veia jugular interna ou em um de
seus ramos (McDonald, 1981).

A inervacdo do corpo carotideo e feita por um ramo do IX par craniano
(glossofaringeo) denominado ramo do seio carotideo ou nervo de Hering, cujos
corpos celulares se localizam no ganglio petroso bem como, por fibras
simpaticas originarias nos ganglios cervical superior e estrelado. Além disso,

recebe fibras depressoras vagais cujo corpos celulares se localizam no ganglio



nodoso (McDonald, 1981; O'Regan & Majcherczyk, 1983; Gonzélez e col.,
1994).

No que tange a organizacdo geral o corpo carotideo é formado por
grupos de celulas denominados glomdides. Os glomoides celulares séo
separados por tecido conjuntivo que converge para a superficie formando uma
capsula que envolve todo o 6rgdo. Eles séo formados por dois ou mais tipos de
células quimiorreceptoras, células sensoriais primarias do corpo carotideo, ou
tipo | (glomus cells) e células de sustentacdo ou tipo Il (sheath cells).

As células tipo | sdo classificadas em células tipo IA e tipo IB. Os
diferentes tipos de células tipo | sdo baseados no nimero e na concentracao de
vesiculas e em outros critérios ultraestruturais. As células denominadas tipo 1A
possuem vesiculas significativamente maiores e em maior niumero quando
comparadas com as do tipo IB. (De Kock, 1951; McDonald & Mitchell, 1975;
Chen & Yates, 1984; Biscoe, Caddy, Duchen, Kirby, Patterson & Ponte,
1987).

As células tipo | sdo mais numerosas e em cultura primaria aparecem
como ceélulas birrefringentes, arredondadas e com um diametro de 8 a 15 /zm.
A principal caracteristica destas células € a presenca de vesiculas densas e ricas
em catecolaminas no seu citoplasma. Ao contrario, as células tipo 1l sdo menos
frequentes e apresentam diametro menor que 6 /zm. (Pérez-Garcia e col., 1992;
Gonzélez e col., 1994).

As células tipo | sdo excitaveis, ou seja, sdo capazes de gerar potenciais
de acdo, ao contrario das células tipo Il que ndo apresentam excitabilidade
(Urena, LoOpez-Lopez, Gonzalez & LoOpez-Barneo, 1989; Duchen, Caddy,
Kirby, Patterson, Ponte & Biscoe, 1988).
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No que tange ao processo de quimiotransducdo, este envolve uma
sequéncia de eventos que se iniciam com um estimulo natural ou
farmacologico o qual inclui: hipoxia; anemia; acidose metabdlica ou
respiratéria; alteracdes na osmolaridade e temperatura; substancias toxicas e
neurotransmissores.

Varias hipoteses procuraram explicar o mecanismo envolvido na
quimiotransducdo. Estas propbem que terminagdes nervosas sensoriais do
nervo ramo do seio carotideo sdo ativadas em consequéncia da despolarizacéo
dos quimiorreceptores que sdo estimulados quando ocorre hipoxia e/ou
hipercapnia sisttmica. O processo de quimiotransducao se inicia, portanto, com
a despolarizacdo do quimiorreceptor a qual induz a liberacédo de
neurotransmissores, que por sua vez gera um potencial de acdo nos axonios
aferentes do ramo do seio carotideo, aumentando a sua frequéncia de disparo.
Estas fibras ascendentes terminam no NTS e estimulam o0s neurdnios
respiratérios bulbares induzindo um aumento da ventilacdo pulmonar ( Fig. 1,
Gronblad, Akderman & Eranko, 1979; Pérez-Garcia, Obeso, Lopez-Lbpez,
Herreros & Gonzélez, 1992; Obeso, Rocher, Fidone & Gonzalez, 1992;
Gonzélez, Almaraz, Obeso & Rigual, 1992, revisado por Gonzalez, Almaraz,
Obeso & Rigual, 1994). Vale lembrar que este mecanismo é somente parte de
um sistema de controle integrado dos processos respiratorios que governam e
otimizam a funcéo de todos os componentes do aparelho respiratorio em uma
dada circunstancia.

Duas décadas atras, admitia-se que a transmissdo quimica entre as
células quimiossensoras e as terminacdes do ramo do seio carotideo envolviam
apenas um tipo de neurotransmissor. A primeira indicacdo de que as celulas

guimiossensoras do corpo carotideo podiam liberar um neurotransmissor foi
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obtida por Schweitzer e Wright (1938, revisado por Gonzalez e col. 1994).
Esses autores encontraram que a prostigmina, um inibidor da
acetilcolinesterase, ativou a ventilacdo pulmonar de maneira semelhante a
injecdo de acetilcolina (Ach). Esta observacdo e outros trabalhos publicados
posteriormente deram origem a hipotese colinérgica da neurotransmissdao no
corpo carotideo. Estes achados foram criticados pois ndo foi identificada a
presenca de Ach nas células quimiossensoras do corpo carotideo e nem foi
Investigada a sua acéo direta sobre as terminacdes nervosas sensoriais que séo
desprovidas de receptores nicotinicos (revisado por Gonzalez e col. 1994)

Por outro lado, a liberacdo de dopamina (DA) durante a estimulagédo pela
hipdxia é bem documentada em inimeros estudos em células tipo ! de ratos.
Os dados tém demonstrado que a hipdxia aguda depleta todos os estoques de
DA das células tipo | do corpo carotideo e este efeito € bloqueado em 95% em
solucdes com baixo teor de calcio (Biscoe, 1971; Eyzaguirre & Fidone, 1980;
Gonzélez-Guerrero, Rigual & Gonzalez, 1993; revisado por Gonzalez e col.
1994; Mokashi, Guilio, Moreili & Lahiri. 1994).

Técnicas citoquimicas e imunohistoquimicas tém revelado a
complexidade da sinapse sensorial do corpo carotideo, mostrando a grande
diversidade de neurotransmissores e neuromoduladores na decodificacdo da
informacdo nessas sinapses, sugerindo que deve existir diferentes padrdes de
liberacdo de neurotransmissores pelas células quimiossensoras em resposta aos
diferentes estimulos (Biscoe & Duchen, 1990; Eyzaguirre & Fidone, 1980;
McQueen & Pallot, 1983; revisado por Gonzalez e col. 1994).

Usando a técnica convencional de "patch clamp” foi constatado que as
células tipo | possuem corrente de Ca2+ com limiar de ativacdo de

aproximadamente -40 mV. atingindo a amplitude maxima em +20 mV.
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Esta corrente € blogueada por 10 mM de Mg-+, 2 mM Co-+, e concentragcdes
submilimolares de Cd2+ bem como, € aumentada em 2 vezes quando o Ba-+ ¢
usado como um carreador de cargas elétricas. Além disso, é ativada e inativada
lentamente. Todas estas propriedades sdo caracteristicas das correntes de Ca2+
dos canais tipo L (Duchen e col., 1988; Urena e col., 1989).

Em células tipo | isoladas do corpo carotideo de gato, o potencial de
repouso foi documentado situar-se em torno de -55 mV e foram despolarizadas
guando expostas a Ach (Hayashida & Eyzaguirre, 1979). Além disso, a
despolarizacdo induzida por altas concentracbes de K+ extracelular induz a
liberacdo de DA que é dependente do Ca2+ extracelular (Almaraz, Gonzélez &
Obeso, 1986).

Estudos mais recentes mostraram que derivados diidropiridinicos
modulam a liberacdo de DA induzida por K+ e por hipdxia, indicando que os
canais de Ca2+ das células tipo | envolvidos neste processo sdo do tipo L
(Obeso e col., 1992; Gonzalez e col., 1994). Outrossim, células tipo | de coelho
possuem canais de Na+ dependentes de voltagem, pois a veratridina promoveu
a liberacdo de DA que foi dependente de Na+ e Ca-+ e foi blogueada pela
tetrodotoxina (TTX, Rocher, Obeso, Herreros & Gonzélez, 1988; Sato,
Yoshizaki & Koyano, 1989).

No que tange a corrente de K+, usando um protocolo de despolarizacéo,
com clampcamento de voltagem variando até +40 mV e o potencial de
manutenc¢éo (holding polential) clampeado em -80 mV, células tipo | mostram
uma corrente para fora que € completamente bloqueada por 40 mM de
tetraetilamonio (TEA) e desaparece completamente se dializada com uma
solucgéo contendo 140 mM de CsCl ao invés de KCI (Urena e col., 1989).



Os registros em célula-inteira tipo | demonstraram ainda um componente
dependente de Ca2+ que varia de célula para célula, que declina durante o
curso temporal e finda apds o desaparecimento da corrente de Ca2+ Essa
corrente é parcialmente blogueada pela apamina e completamente bloqueada
por 2 mM de Co2+ (Urena e col., 1989; Duchen e col., 1988; Perez-Garcia e
col., 1992). O componente independente de Ca2+ da corrente de K+ tem um
limiar de excitabilidade em -30 mV, aumenta linearmente acima de +60 mV,
mostrando uma tendéncia a saturagdo. A aumplitude maxima em +40mV foi de
1.5-3.5 nA e uma reducdo na pressdo parcial de O2 inativa 0 componente
independente de Ca2+ na configuracdo em célula-inteira (Duchen e col., 1988;
Urena e col., 1989; Lopez-L6pez, Gozalez, Urena & Lopez-Barneo, 1989).

A corrente de K+ sensivel a pOo identificada em células tipo | possui
propriedades semelhantes as correntes de K+ tipo A (Connor & Stevens, 1971)
e ao retificador retardado (delayed rectifier, Hodgkin & Huxley, 1952a;
Hodgkin & Huxley, 1952b) presentes em células excitaveis com potenciais de
acao de curta duracéo (revisado por Rudy, 1988). A exposicdo das células tipo
| a hipoxia (pCb de 10 mmHg) reduziu a amplitude da corrente de K+ em 35 +
8% e observou também um aumento na amplitude do potencial de acdo em 4-
10 mV e uma rapida despolarizacéo, elevando a frequéncia de disparo celular e
resultando numa resposta quimiossensora (LOpez-Lopez e col. 1989; Delpiano
& Hescheler, 1989; Lopez-Barneo, Lopez-Lbpez, Urena & gonzalez, 1988).

Registros da corrente unitaria em ceélulas tipo ! isoladas do corpo
carotideo de coelho demostraram a presenca de canais de K+ cuja
probabilidade de abertura diminui com a queda da pCh- A hipdxia modifica a
cinética do canal de K+ sensivel ao O2 mantendo-o no estado de inativacédo

(Ganlornina & LOpez-Barneo, 1992a). Por outro lado, foi demonstrado ainda, a

10



existéncia de uma corrente de K+ dependente de Ca2+ insensivel a reducdo da
pCh (Ganfornina & LOpez-Barneo, 1991; Ganfornina & LoOpez-Barneo,
1992b).

Em resumo, os registros de "patch clamp™, usando a configuracdo célula-
inteira, em células tipo | isoladas, confirmaram que estas séo celulas excitaveis
com canais de Na+, Ca2+ e K+ dependentes de voltagem e revelou um
componente unico de corrente de K+ que foi reversivelmente inibido pela
reducdo na pOi na solucdo extracelular. As propriedades elétricas passivas das
células quimorreceptoras tipo | sdo semelhantes a maioria das células
excitaveis e incluem capacitancia de 6 a 7 pF, de acordo com a capacitancia
especifica da membrana de aproximadamente | //F/cm2 e a média da
resisténcia de entrada de 4.6 GQ (Duchen e col., 1988; Urena e col., 1989).

Pelas evidéncias enumeradas, tem-se aceito que as células tipo | séo o0s
receptores primarios do corpo carotideo de mamiferos e o processo de
transduc&o inicia-se com uma reducgdo na pU2 nos fluidos corporais, que induz
a despolarizacdo das células quimiorreceptoras tipo | e este efeito €
provavelmente devido a uma inibicdo das correntes de K+ sensiveis a pCh do
sangue arterial (LOpez Barneo e col., 1988; Lopez-Lopez e col., 1989;
Delpiano & Hescheler, 1989; Ganfornina & Lopez-Barneo, 1991). A
despolarizacdo estimula a entrada de Ca2+ através de uma ativacdo dos canais
de Ca2+ dependentes de voltagem, induzindo a liberagcéo de DA. Aléem disso, 0
aumento na pCCh também despolariza os quimiorreceptores tipo | e aumenta
os niveis intracelulares de Ca2+ através de uma ativacdo dos canais de Ca2+
dependentes de voltagem (Buckler & Vaughan-Jones, 1994) induzindo,
portanto, liberacdo de neurotransmissores.
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Observa-se ainda que, a reducdo do pH extracelular (pHe) aumenta o
influxo de H+ através de um gradiente eletroquimico e no pH de 7,4 o
potencial transmembrana é de aproximandamente -55 mV. O potencial de
equilibrio dos ions H+ é alcancado quando o pH cai para 6,48. Isto significa
que ha um aumento na tendéncia para os ions H+ entrarem na célula a medida
que o pH diminui, e vice-versa. Consistente com esta predicdo € fato que num
meio livre em Na+ (pHe 7,4), isto é, quando o H+ intracelular ndo pode ser
trocado com o Na+> o estado de equilibrio em células tipo | foi alcancado no
pH de 6,35 (Wilding, Cheng & Ross, 1992). A permeabilidade passiva da
membrana ao ions H+ varia de célula para célula, mas é fortemente dependente
das variacdes do pH extra e intracelular (pHi). Com a reducdo do pHe se
observa, na maioria das células, algum mecanismo de extrusdo de H+, reducéo
no metabolismo de carboidratos e reducdo na producdo metabdlica de ions
acidificantes (Buckler, Vaughan-Jones, Peers, Lagadic-Gossmann & Nye,
1991; Buckler, Vaughan-Jones, Peers & Nye, 1991). () balanco final de todos
esses processos € que em celulas tipo | uma unidade de modificacdo do pHe
(em valores de pH entre 5,5 a 8,5) produz mudancas no pHj de 0,7 a 0,8
unidades na mesma direcdo, num banho extracelular tamponado com HEPES
ou COz/bicarbonato (Buckler e col., 1991; Wilding e col., 1992).

Em células tipo | a acidificacdo do meio intracelular induzido por um
aumento extracelular da pCCB , acido fortes e a presenca de outras substancias
acidificantes no banho induzem liberacdo de DA das celulas quimiorreceptoras
tipo 1, que também é dependente da presenca de Ca2+ extracelular (Obeso,
Almaraz & Gonzélez, 1986; Obeso, Almaraz & Gonzalez, 1989). Esta
liberacdo de DA ¢ insensivel a antagonistas diidropiridinicos nas concentracfes

em que oS mesmos inibem a liberacdo induzida por altas concentragdes
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extracelulares de K+ e baixo pO? (Obeso e col., 1992; Rigual, Lopez-Lbpez &
Gonzélez, 1991; Rocher, Obeso, Gonzalez & Herrero, 1991).

Em células tipo | foi observado que manipulaces farmacologicas que
inibem a bomba Na+-K+, como a ouabaina, que produzem um aumento
intracelular de Na+ e, portanto, inverte 0 mecanismo de troca Na+-Ca+
promoveu a liberacdo de DA, que foi dependente das concentracdes
extracelulares de Na+ e Ca2+ e insensivel aos bloqueadores classicos de canais
de Ca2+ dependentes de voltagem, indicando que em células tipo I, o
mecanismo de troca Na+-Ca2+ contribui fortemente para o mecanismo de
quimiotranducdo. Além disso, a liberagdo de DA induzida por um estimulo
acidificante em solugbes tamponadas com HEPES foi blogueada em 60% por
etilisopropilamilorida, um inibidor especifico da troca Na+-Ca2+ (Rocher e
col., 1991).

Em adicdo, Buckler e Vaughan-Jones (1994) demonstraram que 0S
canais de Ca2+ responsaveis pelo aumento dos niveis intracelulares de Ca2+
nas celulas tipo | sdo parcialmente sensiveis a diidropiridina (canais de Ca2+
tipo L) visto que, antagonistas especificos destes canais ndo bloguearam
totalmenle este efeito. Isso sugere que outros tipos de canais de Ca2+
contribuem para o aumento intracelular de Ca2+. Os canais tipo L ou sensiveis
a diidropiridina estdo presentes nas células tipo | (Hescheler, Delpiano, Acker
& Pietruschka, 1989; Fieber & McCleskey, 1993), mas a existéncia de outros
tipos de canais de Ca2+ ndo tem sido investigada profundamente.

Evidéncias experimentais tém demonstrado a existéncia de varios tipos
de neurotransmissores nas células tipo | e nas terminacdes nervosas do corpo
carotideo de mamiferos. E possivel que os canais idnicos dependentes de

voltagem nas células tipo | possam ser modulados pelos neurotransmissores
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liberados dos terminais nervosos dentro do corpo carotideo, por substancias
liberadas pelas proprias células tipo I, por substancias oriundas do sangue ou
liberadas pelas células endoteliais. Se estas substancias modulam as correntes
ibnicas nas células tipo | entdo, alteragbes na resposta ventilatoria podem
ocorrer decorrentes das mudancas na pC>2, pCO2, e pH.

Estudos histocitoquimicos e imunohistoquimicos demonstraram a
presenca de dopamina (DA) cinco vezes maior que noradrenalina (NE) no
corpo carotideo de coelho (Dearnaley, Fillenz & Woods, 1968; Gonzéalez-
Guerrero e col., 1993). A dopamina é liberada durante a hipoxia e os dados da
literatura sugerem que a DA exo0gena causa depressdo dos quimiorreceptores
via receptores tipo Do (McQueen, 1985).

A Serotonina (5-HT) é a mais abundante amina biogénica no corpo
carotideo de aves (Kameda, 1990), mas também foi bioquimicamente
identificada em rato, camundongo, gato e no homem (Gonzélez e col., 1994).
A acetilcolina é outro neurotransmissor presente no corpo carotideo de
mamiferos pois foi demonstrada a presenca da colina acetiltransferase e a
liberacdo durante estimulacdo por hipoOxia, hipercapnia e corrente elétrica
(Ballard & Jones, 1972; Eyzaguirre, Koyano & Taylor, 1965). Além do mais,
demonstrou-se a presenca de sitios reativos nicotinicos e muscarinicos nas
células tipo | de mamiferos (Eyzaguirre & Monti-bloch, 1982).

Vérios laboratérios demonstraram a coexisténcia de aminas biogénicas
com neuropeptideos incluindo peptideos opidides, Met-encefalina, substancia
P, peptideo vasoativo intestinal (Ichikawa, Rabchevsky & Helke, 1993;
Wharton, Polak, Pearse, McGregor, Bryant, Bloom, Emson, Bisgard & Will,
1980; Wang, Stensaas, Dinger & Fidone, 1992; Lundberg, Hokfelt,
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Fahrenkrug, Nilsson & Terenius, 1979) nas células quimiorreceptivas do corpo
carotideo.

Outros neuropeptideos incluindo, neurocinina A (Prabhakar, Landis,
Kumar, Mullikin-Kilpatrick, Cherniack & Leeman, 1989), colecistocinina
(Wang, Perrin & Cutz, 1993), galanina (Heym, & Kummer, 1989),
neurotensina (Smith, Gosney, Heath & Burnett, 1990), calcitonina (Wang e
col., 1993), peptideo natriurético atrial (Wang, He, Stensaas, Dinger & Fidone,
1991) e acido gama aminobutirico (Oomori, Nakaya, Tanaka, luchi, Ishikawa,
Satoh & Ono, 1994) também foram identificados nestes tipos celulares

Outrossim, estudos neuroquimicos e imunohistoquimicos recentes
demonstraram a presenca de aminas biogénicas, neurocinina A, substancia P,
calcitonina, galanina, neuropeptideo Y e VIP nas terminacfes nervosas
sensoriais do ramo do seio carotideo (Gonzalez e col., 1994; Ichikawa e col.,
1993). Estes dados enfatizam a complexidade da transmissdo sinéptica nas
células quimiorreceptoras tipo 1. Em adicdo, podemos sugerir que a interacao
entre estas células e as terminagdes nervosas deve ser complexa, necessitando
de estudos funcionais mais aprofundados para se entender como a informacéo
é transmitida para as terminacdes nervosas sensoriais. Consequentemente, nos
testamos uma variedade destas substancias por suas capacidades em modular
as correntes de Ca2+ e K+ em um grande nimero de tipos celulares (Foucart,
Bleakman, Bindokas & Miller, 1993; Fisher & Johnston, 1990; Baraban,
Snyder & Alger, 1985; Shapiro & Hille, 1993; Berger & Takahashi, 1990;
Zhu, & lkeda, 1993; Marchetti, Carbone & Lux, 1986) e estarem presentes em
celulas tipo | e/ou nas terminagdes nervosas.

Tem sido revelado que mecanismos eferentes podem inibir a
guimiosensitividade do corpo carotideo de gato (Fidone & Sato, 1970;
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McDonald & Mitchell, 1981), mas os mecanismos desta modulacdo eferente
tém permanecido obscuro até recentemente. Wang e colaboradores (Wang,
Bredt, Fidone & Stensaas, 1993) mostraram que um extensivo plexo de fibras
nervosas que rodeia as células tipo | contém a enzima oxido nitrico sintetase.
Estas células nervosas sdo originarias do ganglio petroso, dos grandes
neurdnios do tecido conjuntivo que circunda o préprio corpo carotideo e de
prolongamentos do glossofaringeo (Wang, Stensaas, Bredt, Dinger & Fidone,
1994).

As terminacdes nervosas nitrosidérgicas estdo numa posicdo anatbmica
favoravel para alterar as funcbes das células tipo | do corpo carotideo. Wang e
colaboradores (Wang, Stensaas, Dinger & Fidone, 1995) mostraram que o NO
pode alterar as atividades do nervo carotideo sensorial aferente em resposta a
hipoxia bem como a concentracdo de GMPc nas ceélulas tipo I. Experimentos
eletrofisioldgicos mostraram que a inibicdo da 6xido nitrico sintetase foi
associada com um aumento na frequéncia de disparo do ramo do seio
carotideo, enquanto a perfusdo com doadores sintéticos de oOxido nitrico
(nitroglicerina e nitroprussiato de sédio) produziram uma marcada inibicdo
induzida pela hipéxia (Wang e col., 1991; Wang e col., 1994). Estes dados
sugerem que a liberacdo do NO pelos terminais nervosos eferentes pode alterar
as funcbes quimioceptivas das células tipo | do corpo carotideo, sugerindo o
NO como um mediador da eferéncia inibitoria do corpo carotideo.

Diante destes dados, a proposta do presente estudo foi investigar as
propriedades biofisicas e farmacologicas das correntes de Ca-+ dependentes de
voltagem nas células quimiossensiveis tipo | do corpo carotideo de ratos
adultos, objetivando determinar os tipos de canais de Ca2+ dependentes de

voltagem presentes nestas células bem como a sua modulagéo.
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Em adicdo, o presente trabalho, também investigou os efeitos do NO
sobre os niveis intracelulares de Ca2+ e a modulacdo da atividade dos canais de
K+ dependentes de Ca2+ nas células quimiorreceptoras tipo | isoladas do corpo
carotideo de ratos adultos. Nossos dados sugerem que 0s quimiorreceptores do
corpo carotideo de ratos adultos possuem canais de Ca2+ tipo L e tipo N e 0s
mesmos sdo modulados pela somatostatina e dopamina. Além disso,
demonstramos que um doador de NO, o S-nitroso-acetilpenicilamina (SNAP)
pode aumentar as concentracdes intracelulares de Ca2+ e ativar os canais de K+

dependentes de Ca2+ em ceélulas quimiossensiveis tipo | do corpo carotideo de
ratos adultos.
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2.0 Materiais e Métodos

2.1 Isolamento celular

Os experimentos foram realizados usando células quimiorreceptoras tipo
| do corpo carotideo de ratos adultos isoladas por acdo enzimatica. Ratos
Wistar (150 - 350 g) foram decapitados usando guilhotina de laboratorio, sem
0 uso prévio de anestesia, e em seguida toda a regido da bifurcacdo da carotida
interna foi removida e colocada em uma solucdo gelada de salina balanceada
de Hanks (HBSS, Gibco). A solucdo de HBSS foi feita usando o pé
manufaturado ao qual foi adicionado 4.2 mM NaHCC>3 e o pH ajustado para
7.4 (NaOH 1 N). O corpo carotideo foi dissecado usando pingas e tesouras
cirargicas. Os corpos carotideos isolados foram entdo incubados em solucdo
enzimaética contendo (mg mll): 0.4 colagenase tipo D; 0.1 tripsina (ambas
oriundas da Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN, USA) e 0.1
DNAase tipo | (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA) em uma solucéo
salina balanceada de Earle (EBSS) a 35°C por | h em banho maria sob
agitacdo constante. A solucdo de EBSS foi feita a partir do liquido 10 vezes
mais concentrado (Sigma) sendo adicionado 10 mM de &cido N-2-
hidroximetilpiperazina-N -2-etanosulfonico (1 M HEPES Buffer, Sigma), 20
mM glicose e 2.6 mM NaHCU3. O pH foi ajustado para 7.4 com NaOH IN.
Apos a incubacdo, as céelulas foram dissociadas através de leve agitacdo do
frasco (Falgon) durante 10 s. A acdo enzimatica foi inativada pela adicdo de
igual volume (6 ml) de meio de cultura composto de Meio Essencial Minimo
(MEM) contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina,
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1% de glutamina (todos da Gibco, Grand Island, NY, USA) e 10 //g mI’l de
insulina (Boehringer Mannheim Biochemicals). Apés a dissociacdo, as células
foram centrifugadas 2 vezes a 100 x g por 6 min. O sobrenadante foi
descartado e as céelulas foram resuspendidas em meio de cultura. Em seguida,
as células foram depositadas por decantacdo em discos de cultura (Falcon) de
35 mm de didmetro, revestidos com poli-L-lisina. As células foram incubadas a
37°C em atmosfera umidificada (5% de CO2), e usadas no intervalo de 2a 8 h
apos a preparacdo. As células usadas para as medidas dos niveis intracelulares
de célcio foram depositadas por decantacdo sobre laminulas (Falcon, 25 mm de
diametro e 0.16 mm de espessura) cobertos com poli-L-lisina sob as mesmas
condi¢Bes. Somente as células tipo |, de aproximadamente 10 //m de diametro
ou agregados destas células foram usados nestes experimentos. Células

menores, tipo Il (< 6 //m), foram facilmente distinguidas das células tipo .

2.2 Ensaio imunocitoquimico da tirosina hidroxilase

Para confirmar a identidade das células tipo | do corpo carotideo de ratos
adultos em nossas preparagOes, investigamos a presenca de tirosina
hidroxilase, enzima envolvida 1la sintese de catecolaminas. Os estudos
imunocitoquimicos foram realizados usando o sistema Vectastain ABC
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e as células isoladas do corpo
carotideo de ratos foram obtidas como descrito em 2.1. As ceélulas foram
colocadas sobre laminulas graduadas (Bellco Glass, Inc., Vineland, NJ, USA)

revestidas com poli-L-lisina e mantidas em discos contendo meio de cultura.
As células foram incubadas a 37°C em uma atmosfera umida (5% CO2) por 4
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horas. As células em cultura foram lavadas usando salina tampéo fosfato (PBS)
e fixadas com uma solucédo de 4% de paraformaldeido em PBS por 15 min a
temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas 3 vezes durante 5 min
em PBS e entdo incubadas por 15 min em soro bloqueador ("horse serum™ a
1.5% ) de sitios de ligagédo inespecificos. Em seguida foi adicionado a cultura,
2 ml por disco de anticorpo primario (anti-tirosina hidroxilase, Boehringer-
Mannheim Biochemicals) diluido 1:1000 em PBS contendo 0.1% de Tween e
as mesmas foram incubadas por 16 h (ovemight) a 40°C. Apo0s a incubacéo, as
células foram lavadas 3 vezes por 5 min com PBS e entdo incubadas com
anticorpo secundario durante 15 min. As células foram lavadas exaustivamente
e incubadas em uma solugdo padrdo composta de avidina + complexo macro-
molecular de peroxidase do rabanete (horseadish peroxidase) de acordo com as
instrucdes do fabricante por 30 min. As celulas foram lavadas 3 vezes com
PBS e submetidas a uma reacdo com 3,3 -diaminobenzidina (DAB) sendo a
mesma intensificada com niquel. O desenvolvimento da coloracdo foi
observado durante 2 min usando-se um microscopio invertido Nikon. As
celulas foram entdo lavadas exaustivamente com PBS. O controle foi realizado

seguindo o mesmo protocolo com a omissao do anticorpo primario.

2.3Técnicas eletrofisioldgicas
2.3.1 Correntes macroscopicas de Ca?+ . Célula-inteira

O isolamento das correntes macroscopicas de Ca2+ em célula-inteira foi

obtido banhando as células em uma solucdo extracelular que continha (em
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mM): 140 acido metanosulfénico (MeSChH, Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, WI, USA), 140 hidroxido de tetraetilamonio (TEA-OH) (Aldrich
Chemical Company), 10 HEPES, 15 glicose, 10 CaC12, 0,0001 tetrodotoxina
(Calbiochem Corporation, La Jolla, CA, USA), pH 7.4, 330 mOsm kg-1. A
solucao interna consistiu de (em mM): 120 N-Metil-D-glucamina (NMG), 20
cloreto de tetraetilaménio, 11 EGTA, 10 HEPES, 14 fosfocreatina, 1 CaC12, 4
MgATP e 0.1 Na2GTP, pH 7.2, 305 mOsm kg 1.

As correntes ibnicas das células quimiossensitivas tipo | foram
registradas a temperatura ambiente (22 - 26°C) usando a técnica de registro
convencional em célula-inteira (Hamill, Marty, Neher, Sakmann & Sigworth,
1981), utilizando-se um pré-amplificador para "patch clamp™ do tipo
Axopatch-200A (Axon Instruments, Inc., Foster City, CA, USA). As
micropipetas foram feitas de capilares de vidro de borosilicato (1.65 mm de
didametro externo, 1,2 mm de diametro interno, Corning 7052, Garner Glass
Co., Claremont, CA, USA) usando um puxador modelo P-87 Flaming-Brown
(Sutter Instrument Co., San Rafael, CA, USA). Os microeletrodos foram
cobertos com "sylgard" 184 (Dow Corning, Midland, MI, USA) e polidos ao
fogo usando um microforja (Narishige, Tokyo, Japan). A resisténcia dos
microeletrodos variaram de 3 a 5 MQ quando preenchidos com a solucédo
interna descrita acima. Os discos contendo as células em cultura foram
colocados sobre a plataforma de um microscopio invertido (Nikon Diaphot) e
foram perfundidos, por gravidade, com solugdo externa a uma velocidade de
aproximadamente I ml min’l. Apés a formacdo do selo de alta resisténcia
(Giga selamento) entre o microeletrodo e a membrana celular, essa ultima foi
rompida por succdo. A resisténcia media de entrada e a capacitancia da

membrana determinadas usando a constante de tempo e a area do transiente
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capacitivo ndo compensado, foram 12 + 0.3 MQ e 5 = 0.1 pF, respectivamente
(n = 110). A capacitancia da membrana celular e as resisténcias em serie foram
eletronicamente compensadas para valores maiores que 80%. As correntes
iGnicas foram filtradas a 2 - 5 kHz (-3 dB) usando o filtro quadripolar tipo
Bessel do axopatch-200A usado. O potencial de manutencdo (holding
potential) clampeado em -80 mV foi empregado na maioria dos experimentos
além de outros valores quando necessario.

Os protocolos de voltagem foram gerados por um computador
Macintosh llci (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) equipado com uma
placa de aquisicdo de dados MacAdios Il (GW Instruments Inc., Cambridge,
MA USA). O "software" para a aquisicdo dos dados e geracdo de protocolos
foram escritos pelo o Dr. Stephen R. Ikeda (Departamento de Farmacologia e
Toxicologia, Medicai College of Gedrgia, Augusta, GA, USA).

A onda quadrada (pulso) aplicada teve 70 ms de duracéo e foi precedida
de um pré-pulso de 10 ms na grande maioria dos experimentos além de outros
valores quando necessario. As amplitudes da corrente macroscépica de Ca2+
foram medidas como a média das correntes obtidas entre 50 - 55 ms durante a
onda quadrada de voltagem aplicada (potencial teste). Estas amplitudes foram
usadas para gerar as curvas corrente-voltagem (I-V) usando o programa Igor
(WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA). As curvas |-V, sempre que
necessario, foram corrigidas, ou seja, subtraidas das correntes de vazamento
linear como determinado pelo potencial teste de hiperpolarizacdo. Alteracdes
nas amplitudes da corrente entre o controle e nas condicbes experimentais
(tratamento com a droga) foram calculadas como percentagem de inibig&o ou

estimulacdo do controle, usando os valores corrigidos quando necessario.
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2.3.2 Corrrentes macroscopicas de potassio - Célula-inteira

As correntes de K+ foram registradas de celulas quimiossensitivas tipo |
em uma solucdo extracelular contendo (em mM): 145 NaCl; 5.4 KC1; 10
HEPES; 0.8 MgCU; 2 CaC12 (todos da Fisher Scientific); 15 glicose, 0.0001
tetrodotoxina (Calbiochem Corporation, La Jolla, CA, USA), pH 7.4, 314
mOsm Kg!l a temperatura ambiente (22 - 26°C) usando a técnica convencional
de registro em célula-inteira (Hamill e col., 1981) com um pré-amplificador do
tipo Axopatch-200A (Axon Instruments, Inc. Foster City, CA, USA). As
micropipetas foram feitas usando o procedimento ja descrito previamente para
0 registro das correntes de Ca2+ (item 2.3.1). As resisténcias dos
microeletrodos variaram de 3 a 5 MQ quando preenchidos com a seguinte
solucdo (em mM): 120 isoteionato de K+ (Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, USA); 20 KC1; 10 HEPES; 1.1 EGTA; 4 MgATP; 0.1
Na2GTP; 0.1 CaC12; 2 MgCb; pH 7.2, 288 mOsm kgl As celulas em cultura
foram colocadas sobre a plataforma de um microscépio invertido (Nikon
Diaphot) e o "patch" foi obtido usando os procedimentos descritos no item
2.3.1. A resisténcia minima de entrada e a capacitancia da membrana,
determinadas da constante de tempo e area do transiente capacitivo nao
compensado, foram 10 + 0.5 MQ e 5 + 0.2 pF, respectivamente (n = 45). A
capacitancia da membrana celular e as resisténcias em série foram
eletronicamente compensadas para valores maiores que 80%. As correntes
ibnicas foram filtradas de maneira ja descrita em 2.3.1. O potencial de
manutencdo clampeado usado foi de -50 mV.

A onda quadrada (pulso) aplicada teve 200 ms de duracédo e foi

precedida de um pré-pulso de 10 ms na grande maioria dos experimentos além
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de outros valores quando necessario. As amplitudes das correntes para fora de
K+ foram medidas como a média de correntes durante a onda quadrada de
voltagem entre 180 e 190 ms as quais foram usadas para gerar as curvas de
corrente-voltagem usando o programa Igor (WaveMetrics, Lake Oswego, OR,
USA). Os protocolos de voltagem e o "software™ para aquisi¢do e analise dos
dados foram descritos no item 2.3.1.

2.3.3 Correntes unitarias de Potassio - Canal isolado

As correntes unitarias através dos canais isolados de K+ dependentes de
Ca2+ foram registradas usando uma variacao da técnica convencional de "patch
clamp™ - registro em célula-aderida (“cell-attached configuration”, Hamill et
al., 1981) com um pré-amplificador do tipo Axopatch-200A (Axon
Instruments) a temperatura ambiente. A solucdo extracelular continha (em
mM): 140 KCI; 10 HEPES; 10 MgCU; 30 glicose; 0.0001 tetrodotoxina, pH
7.2, 342 mOsm kg4. A solugéo da micropipeta continha (em mM): 140 NacCl,
5.4KCI; 10 HEPES; 10 MgCh; 0.0001 tetrodotoxina; pH 7.2; 321 mOsm kg4.
Os registros das correntes unitarias foram filtrados a 1kHz utilizando um filtro
programavel de dois canais modelo 9002 (Frequency Devices, Inc., Haverhill,
MA, USA) e digitalizados a 0,5 ms por ponto.

Histogramas dos eventos referentes a atividade do canal isolado de
potassio foram obtidos pela classificacdo das amplitudes de corrente com um
intervalo de classe de 0.5 pA. Apos a classificacdo, os eventos referentes a
abertura do canal foram ajustados usando o modelo da distribuicdo normal
(curva de Gauss). A amplitude da corrente unitaria foi obtida do pico da curva

de Gauss. A probabilidade de abertura do canal para cada 200 ms de
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despolarizacéo foi expressa como NPo (N, numero de canais ativos no "patch”
e Po, probabilidade de abertura) e calculado como NPo = I/i (Wyatt & Peers,
1995), onde:

| é a corrente total;

I € a amplitude da corrente do canal isolado.

As correntes de vazamento foram subtraidas usando varreduras que nédo
continham canais ativos.

Os protocolos de voltagem foram gerados por um computador
Macintosh llci (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) equipado com uma
placa de aquisi¢do de dados MacAdios Il (GW Instruments Inc., Cambridge,
MA, USA). O "software" para a aquisicdo dos dados e geracdo de protocolos
foram escritos pelo o Dr. Stephen R. Ikeda (Departamento de Farmacologia e
Toxicologia, Medicai College of Gedrgia, Augusta, GA, USA).

2.4 Medidas dos niveis intracelulares de Ca2*

Um sistema de dois canais automaéticos de microespectrofluorimetria
monocromatico (SPEX Inc., Edison, NJ, USA) foi usado no presente estudo.
Raios de luz ultravioleta oriundos de uma lampada "xenon arc” de 150 W
(Osram) foram automaticamente centrados em 340 e 380 nm (intervalos 5 nm)
e foram projetados sobre a célula através de lentes de imersdo a 6leo (100 X,
1.3nA, Fluor, Nikon) de um microscopio invertido (IMT-Olympus) usando
um espelho dicromatico (430 DPLC, OMEGA, Inc., Brattleboro, VT, USA). A
luz fluorescente emitida foi coletada por uma objetiva e transmitida através de

um filtro (510WB40, OMEGA, Inc.) para um fotomultiplicador colocado ao
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lado do microscépio. Os raios emitidos pelo fotomultiplicador foram filtrados a
50 Hz, digitalizados e estocados para as analises posteriores. Os transientes de
Ca2+ apresentados sdo a razdo da excitacdo em 340/380 nm da quantidade de
fotons emitidos a 510 nm e corrigidos para as suas respectivas fluorescéncias
controle (background).

As células foram expostas ao éster de fura-2 acetoximetil (fura-2 AM,
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA) como descrito previamente (Brotto,
Nosek, Godt & Creazzo, 1995). Brevemente, dentro de 2 - 8 h apds a
dissociacdo celular as laminulas contendo as células foram transferidas para
uma camara de perfusdo (Medicai Systems Corp., Greenvale, NY, USA). As
células foram lavadas varias vezes com uma solucdo extracelular normal
contendo (em mM): 140 NaCl; 5.4 KC1; 10 HEPES; 0.8 MgCh; 2 CaClo; 15
glicose; pH 7.4 (NaOH). Subsequentemente, as células foram expostas a 2 /<M
de fura-2 AM por 10 min a 37°C em um banho orbital rotatorio que foi
continuamente agitado a 20 rpm. As células foram lavadas exaustivamente
com solucdo normal e foram mantidas a temperatura ambiente por 30 min para
facilitar a desesterificacdo do marcador. Apds, as mesmas foram lavadas com
solucdo normal para remover algum residuo do marcador. As células foram
iluminadas somente com luz ultravioleta (UV) ou branca por reduzido periodo
de tempo e cada laminula com as células foi usada por tempo ndo superior a
uma hora, para reduzir o possivel efeito da perda de coloracdo induzida pela
luz e vazamento de fura-2. Usando este protocolo, nds obtivemos niveis de
fluorescéncia bem estaveis e reproduziveis.

A medida da razdo da fluorescéncia da excitacdo em 340/380 nm foi
usada para estimar |Ca2+h usando a seguinte equacao (Grynkiewicz, Poenie &
Tsien, 1985):
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[Ca2+]i = KdP((R-Rmim)/(Rmax-R)),

onde:

Kd é a constante de dissociacédo para a fura-2 AM;

R é a razdo entre a fluorescéncia subtraida do "background” da excitacdo
a 340 nm e 380 nm;

Rmin ¢ a razdo da fluorescéncia avaliada quando a célula é exposta a 25
mM de EGTA (zero célcio);

Rmax é a razdo da fluorescéncia obtida em presenca de 10 j/M
ionomicina (Calbiochem, Calcio saturado);

(3 é a razdo do sinal de fluorescéncia da excitacdo em 380 nm da celula

exposta a EGTA (zero calcio) e a mesma célula exposta a ionomicina (célcio
saturado).

No presente estudo os parametros para a determinacdo do [Ca2+]j foram:
Kd = 224 mM (Williams & Fay, 1990); 3 = 5.2; Rmjn = 0.44 e Rmax = 4.29.
Em mais que 90% das células o procedimento de calibracdo foi completamente
atingido dentro de 10 min.

As drogas usadas foram cafeina (Sigma), acido ciclopiazdnico (CPA,
Fluka), raionidina (Calbiochem), S-nitroso-acetilpenicilamina (SNAP,
Research Biochemicals International) e o veiculo, dimetilsulfoxido (DMSO,
0,03%, Sigma). As drogas foram aplicadas através de injecdes em bolus de 50

//l usando diretamente uma micropipeta dentro da camara obtendo a
concentracéo final.
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2.5 Aplicacdo das drogas durante os experimentos eletrofisioldgicos

As drogas em estudo foram aplicadas localmente a uma distancia de 10 -
20 //Im das células quimiossensitivas tipo |, por gravidade, usando uma
micropipeta (10 - 15 //m de didmetro de ponta, vidro tipo N51A, Garner Glass
Co.). A acdo da droga era encerrada através da remocdo da micropipeta do
meio. Todos os compostos foram diluidos em solucdo externa a partir das
solucdes estoques concentradas (aquosas ou em etanol absoluto) e diluidas a
concentracdo final imediatamente antes do uso. As solucdes estoque foram
mantidas a -50°C ou -80°C. Nimodipina (Research Biochemicals International,
Natick, MA, USA), (+)202-791 (2,6-dimetil-3-carbometoxi-5-nitro-4-(2-
trifluorometil-fenil)-1,4-diidropiridina) doada por Kathleen D. Roskaz (Sandoz
Research Institute, East Hanover, NJ, USA) e L-[+]-cloreto de muscarina
(Research Biochemiclas International) foram diluidas, diariamente, em solugéo
extracelular das solucdes estoques de 10 mM em etanol aboluto. A
concentracgéo final de etanol foi 0.01% que néo teve efeito sobre as correntes
de Ca2+ das células em estudo. As seguintes solucbes estoque foram
preparadas em agua deionizada: 1| mM co-conotoxina GVIA (co-CgTX GVIA,
Bachem Inc., Torance, CA, USA), 100 //M co-agatoxina IVA (co-Aga IVA,
Peptides International, Louisville, KY, USA), 100 //M co-conotoxina MVIIC
(co-CgTX MVIIC, Peptides International), 1 mM [D-Trp”l-somatostatina (SST,
Bachem Inc.), 0.5 mM peptideo vasoativo intestinal (VIP, Peninsula
Laboratories, Belmont, CA, USA), 10 mM met-encefalina (Sigma), | mM
substancia P (Sigma), 100 mM [-J-hidrocloreto de norepinefrina (NE, Sigma),
10 mM 9-P-D-ribofuranosiladenina (adenosina, Sigma), 10 mM 5-hidrocloreto

de hidroxitriptamina (5 HT, Sigma), 10 mM 3-hidrocloreto de hidroxitiramina
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(dopamina, Sigma), | mM angiotensina Il humana (Ang. Il, Sigma), I mM
endotelina-3 (Peptideo International), 10 mM sal sodico 8-bromo-guanosina
3:5-monofosfato ciclica (8-Br-cGMP, Sigma), 1 M cloreto de cadmio (CdC12,
Fluka, Ronkonkoma, NY, USA), 1 M cloreto de bario (BaC12, Sigma), 1 M
cloreto de niquel (NICI2, Sigma), 1 M de acetato de tetraetilaménio (TEA,
Sigma), 12 j/M charibdotoxina (ChTx, Peptide Institute, Inc., Osaka, Japan) e
100 fiM iberiotoxina (IbTx, Research Biochemicals International, Natick, MA,
USA). Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma) foi diluido na solucéo
extracelular a partir de uma solucéo estoque de 1.62 mM em dimetilsulfoxido
(DMSO). S-nitroso-acetilpenicilamina (SNAP, Research Biochemicals
International) foi diluido em solucédo extracelular usando uma solucéo estoque
de 100 mM em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). A concentracao final de
DMSO foi de 0,03% e néo teve efeito significante sobre as correntes iGnicas
estudadas. O pH da solucéo estoque de SNAP foi ajustado para 7.2 para evitar
o0 efeito do pH sobre a liberagdo interna de Ca2+ e ativacdo dos canais de K+
dependentes de Ca2+ Solucdes estoque de NE, adenosina, 5-HT, 8-Br-cGMP,
CdC12, e NiClI2, foram preparadas imediatamente antes do uso. As solucdes de

NE e (+)202-79! foram protegidas da luz sempre que possivel.
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2.6 Analise estatistica

Os dados séo apresentados como medias * erro padrédo da média (EPM).
Os niveis de significancia estatistica foram determinados pelo teste "t" de
student para dados pareados ou ndo pareados conforme apropriado. Quando do
uso de outros testes 0s mesmos serdo mencionados. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0.05.
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3.0 Resultados

3.1 Ildentificacdo morfologica e imunocitoquimica das células

guimiorreceptoras tipo | do corpo carotideo de ratos adultos

Os dados presente neste trabalho foram obtidos de células
quimiorreceptoras tipo | do corpo carotideo de ratos adultos. Estas células
foram distinguidas de outros tipos celulares presentes na cultura usando
critérios morfologico e imunocitoquimico. Ceélulas enzimaticamente
dissociadas do corpo carotideo consistiram de um numero muito pequeno de
ambos 0s tipos celulares isolados (tipo | e tipo Il) e de agregados de células de
diferentes tamanhos. A Fig. 2 mostra uma fotomicrografia em contraste de fase
de uma célula quimiossensitiva tipo | isolada. Imediatamente apds a
decantacdo as células apresentam-se de forma arredondada e brilhante. Apos
varias horas em cultura, as células aparecem como uma populacdo homogénea
com a maioria possuindo um corpo de aproximadamente 10 /nn de didmetro
com pequenos processos. Estas células foram identificadas como células tipo |
de acordo com os critérios morfologicos.

As células tipo | sdo células adrenérgicas que exibem atividade tirosina
hidroxilase (TH, revisado por Gonzalez e col., 1994). O teste imunoreativo para
tirosina hidroxilase foi usado para confirmar a identidade das células tipo | do
corpo carotideo. As células positivas para o teste Anti-TH foram de
aproximadamente 10 //m em diametro e puderam facilmente ser distinguidas
das células de diametro menor, negativas para o referido teste da TH. Estes

resultados eram esperados desde que dados semelhantes foram obtidos por
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Fig. 2. Aspectos morfoldgicos das células quimiossensitivas tipo | isoladas
pela dissociacdo enzimatica do corpo carotideo de ratos adultos
observadas sob contraste de fase. Fotomicrografia em contraste de fase

de uma célula isolada que extende pequenos processos em cultura
(cultura de 2 - 8 horas). Escala (10 mm = 25 //m).
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Nurse (1990) em ratos recém-nascidos. A omissdo do anticorpo primario

resultou na auséncia de imunoreatividade nas culturas de células controle.

3.2 Caracteristicas das correntes macroscopicas de Ca2- em células

quimiorreceptoras tipo | do corpo carotideo de ratos adulto
3.2.1 Correntes macroscopicas de Ca2+ - Célula-inteira

As caracteristicas das correntes de Ca2+ dependentes de voltagem foram
estudadas em 143 células tipo | isoladas do corpo carotideo de ratos adultos. O
registro da corrente macroscopica em célula-inteira foi realizado usando
solugdes extracelulares e interna (da micropipeta) que efetivamente isolaram as
correntes de Ca2+ (veja métodos). Sob estas condicdes, as correntes de Ca2+
foram registradas em uma solucgédo externa contendo 10 mM de Ca2+.

Trés evidéncias mostraram que as correntes estudadas sob estas
condicOes eram correntes de Ca2+ (1) as correntes foram aumentadas ou
inibidas por agonistas ou antagonistas organicos dos canais de Ca2+,
respectivamente; (2) as correntes foram inibidas por blogueadores inorganicos
dos canais de Ca2+, e (3) o Ba2+ foi conduzido através destes canais.

As correntes de entrada de Ca2+, obtidas usando ondas quadradas de
voltagem despolarizantes de 70 ms de duracdo apareceram a partir de
voltagens em torno de -40 mV, atingindo geralmente uma amplitude maxima

numa voltagem teste entre -3 e 2 mV e voltando a diminuir progressivamente
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Fig. 3. Correntes de Ca2+ de células tipo | isoladas do corpo carotideo de ratos
adultos, registradas com a técnica convencional de "patch-clamp™ em
célula-inteira. A, Curva corrente-voltagem (I-V); amplitude de corrente
medida entre 50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de
clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a +80 mV, com
incremento de 10 mV, cuja duracéo total foi de 70 ms e o potencial de
manutencdo clampeado em -80 mV. B, Registros superpostos de
corrente obtidos da mesma célula do grafico em A, correspondentes a
pulsos de clampeamento de voltagem para os valores mostrados junto

aos tracos. O potencial no qual obtivemos corrente iqual a zero é
indicado pela linha pontilhada.
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com valores mais positivos de voltagem (Fig. 3). As correntes foram mantidas
durante os 70 ms do pulso despolarizante (Fig 3B). A amplitude maxima de
corrente variou de célula para célula e em 10 mM de Ca2+ externo alterou
entre -30 a -270 pA com uma meédia de -94 + 4.5 pA (n = 101).

O estado de equilibrio de inativacdo da corrente de Ca2+ foi determinado
usando o protocolo mostrado na inser¢do da Fig. 4. Ele consistiu de um pré-
pulso de 30 s de duracdo com a voltagem clampeada em um dado valor entre
-100 e -20 mV, seguido de um pulso de 70 ms de duracdo. As amplitudes de
correntes foram medidas entre 50-55 ms no potencial teste de -3 mV e foram
normalizadas usando a amplitude evocada quando o potencial de manutencéo
foi clampeado em -100 mV. A média das amplitudes foi ajustada usando a
equacdo modificada de Boltzmann:

I(V) = ImaxH + exp((V-V0)5)/K))]-I
onde:

| € a amplitude da corrente numa determinada voltagem V;
Imax é a amplitude mé&xima da corrente;

V(),5 é a voltagem na qual obtivemos metade da inativacéo;

Kéo coeficiente angular.

O Vo,5 e 0 K de inativacdo da corrente de entrada de Ca2+ em células
tipo | foram -38 mV e 11 mV, respectivamente. Os resultados nos dao a
medida da dependéncia de voltagem da corrente de Ca2+ em células
quimiossensitivas tipo | do corpo carotideo de ratos adultos (Fig. 4).

Quando o Ba2+ (10 mM) substitui o Ca2+ (10 mM) como um carreador

de cargas elétricas, a amplitude méxima de corrente foi aumentado em 80 + 26
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Fig. 4 Inativacdo das correntes de Ca2+ em células tipo | do corpo carotideo de
ratos adultos. Estado estacionario da amplitude de corrente medida num
potencial teste de -3 mV ao final de um pulso de 70 ms de duracédo
precedido por um pré-pulso de 30 sec de duracdo em que a voltagem foi
clampeada em valores variando entre -100 e -20 mV (veja insercdo na
figura). As amplitudes de corrente foram normalizadas pela amplitude
evocada com potencial do pré-pulso clampeado em -100 mV. As médias
das amplitudes de correntes normalizadas (O, n = 3) sdo langadas no
gréafico em funcéo do potencial do pre-pulso. A linha solida representa a
melhor curva que descreve 0s pontos experimentais usando a equagio
modificada de Boltzmann determinada pela regressdo nédo linear dos
minimos quadrados. O potencial no qual obtivemos 50% de inativagédo
dos canais i0nicos de Ca2+ foi -38 mV. O valor de K foi de 11 mV. As

barras verticais representam o EPM.
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Fig. 5. Condutancia ao Ba2+ dos canais de Ca2+ das células tipo I. Curvas da
relacdo corrente-voltagem (I-V) em presenca de 10 mM de Ba2+ (O) ou
de Ca2+ (O) . Amplitude de corrente medida entre 50-55 ms do curso
temporal dos pulsos testes de clampeamento de voltagem que variaram
de 120 mV a +80 mV, com incremento de 10 mV, cuja duracdo total foi
de 70 ms (potencial de manutencdo clampeado em -80 mV). Observe

que a condutancia dos canais i6nicos foi maior ao Ba2+ que ao Ca2+.
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% (n = 5). A Fig. 5 mostra as curvas |-V superpostas para uma célula
representativa na presenca de 10 mM Ca2+ e apos perfusdo com 10 mM de
Ba2+.

A sensibilidade da corrente de Ca2+ ao cadmio (Cd2+) foi testada usando
duas concentragOes diferentes de Cd2+. A amplitude de corrente, medida em -3
mV, foi reduzida em 93 £ 1% (n = 5) na presenca de 500 //M de Cd2+ (Fig. 6).
A Fig. 6B mostra os registros de corrente da mesma célula mostrada na Fig.
6A. Uma baixa concentracdo de Cd2+ (25 }iM) foi usada para testar a presenca
de correntes de Ca2+ ativadas em voltagens mais negativas (Tipo T). A curva
I-V na presenca de 25 //M Cd2+ foi assimetricamente afetada (Fig 7) visto que,
correntes obtidas em torno de voltagens mais negativas foram mais resistentes
gue as correntes obtidas nas voltagens mais positivas. A corrente de Caz2+
resistente a 25 "M Cd2+ apresentou um pico amplo entre -17 e -3 mV e se
manteve durante os 70 ms de despolarizacdo (Fig. 7B). A amplitude maxima
da corrente medida no potencial de -3 mV decresceu em 63 £ 4% (n = 4) na
presenca de 25 //M Cd2+. Baixa concentracdo de Cd2+ bloqueia as correntes de
Ca2+ ativadas em voltagens mais positivas quando comparadas as correntes
ativadas em voltagens mais negativas, onde obtém-se uma ativacdo dos canais
de Ca2+ tipo T (Fox, Nowycky & Tsien, 1987; Narahashi, Tsunoo & Yoshii,
1987).

Final mente, foi testada a sensibilidade da corrente de Ca2+ ao niquel
(Ni2+), um bloqueador de canais de Ca2+ tipo T (Tsien, Lipscombe, Madison

& Fox, 1988). Esta corrente foi relativamente insensivel a 28 j/M deNi2+ A
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Cd2+

Controle

Fig. 6. Sensibilidade das correntes de Ca2+ das células tipo ! do corpo
carotideo de ratos a 500 /tM de Cd2+ A, curvas da relacdo corrente-
voltagem em presenca (O) e auséncia (¢) de 500 //M de Cd2+.
Amplitude de corrente medida entre 50-55 ms do curso temporal dos
pulsos testes de clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a
+80 mV, com incremento de 10 mV, cuja duragdo total foi de 70 ms
(potencial de manutencdo clampeado em -80 mV). B , Registros
superpostos de corrente da mesma célula do grafico em A,
correspondente a pulsos de clampeamento de voltagem para -3 mV, na

presenca e na auséncia de 500 Cd2+. A linha interrompida mostra o

nivel zero de corrente.
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Fig- 7. Sensibilidade das correntes de Ca2+ das células tipo | do corpo
carotideo de ratos a 25 j/M de Cd2+ A, grafico da relacdo corrente-
voltagem em presenca (O) e auséncia (¢) de 25 /zM de Cd2+
Amplitude de corrente medida entre 50-55 ms do curso temporal dos
pulsos testes de clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a
+80 mV, com incremento de 10 mV, cuja duracao total foi de 70 ms
(potencial de manutencdo clampeado em -80 mV). B , Registros
superpostos de corrente da mesma célula do grafico em A,
correspondente a pulsos de clampeamento de voltagem para -3 mV, na

presenca e na auséncia de 25 //M Cd2+. A linha interrompida mostra o
nivel zero de corrente.

40



amplitude maxima da curva I-V foi reduzida em apenas 7 + 3% (n = 4) na

presenca desta concentracdo de Ni2+
3.2.2 Canais de Ca”+ tipo L sensiveis a diidropiridina

Agonistas e antagonista de canais de Ca2+ foram usados para
caracterizar os tipos de canais de Ca2+ presentes nas células tipo I. A Fig. 8A
ilustra a curva I-V registrada na presenca e na auséncia de | pM de (+)202-
791, um agonista diidropiridinico de canais de Ca2+ A amplitude méxima da
corrente aumentou assimetricamente na presenca deste agonista. A ocorréncia
da amplitude maxima de corrente da relacdo I-V deslocou-se da voltagem de -3
mV para -13 mV. Em adicdo, observou-se, na presenca deste agonista, um
aumento da amplitude da cauda de corrente ao final do pulso despolarizante de
-18 mV (Fig 8B). (+)202-791 promoveu um aumento na amplitude da corrente
de Ca2+ em 106 £ 11%, 79 + 8% e 35 £ 5% em resposta aos potenciais testes
de -18, -13 e -3 mV (n = 6), respectivamente. Este efeito foi reversivel apds a
lavagem da droga.

O antagonista diidropiridinico de canais de Ca2+ nimodipina, blogueou
parcial mente a corrente de Ca2+ como mostra a Fig 9. A curva |-V obtida com
0 potencial de manutencdo clampeado cm -80 mV, foi assimetricamente
diminuida na presenca de nimodipina induzindo uma inibicdo preferencial na
curva em potenciais negativos em relacdo a -18 mV (Fig. 9A). Os registros de
corrente correspondentes a deformacédo da curva | V obtidos no potencial teste
de -30 mV sdo mostrados na Fig. 9B.
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Fig.8. Efeito do agonista diidropiridinico de canais de Ca2+ (+)202-791, sobre
a corrente de Ca2+ de células quimiorreceptoras tipo | isoladas do corpo
carotideo de ratos adultos. A, Curvas I-V na presenga (O) e auséncia ()
de | //IM de (+)202-791. Amplitude de corrente medida entre 50-55 ms
do curso temporal dos pulsos testes de clampeamento de voltagem que
variaram de -120 mV a +80 mV, com incremento de 10 mV, cuja
duracéo total foi de 70 ms e o potencial de manutencao clampeado em
-80 mV. B, Registros superpostos de corrente da mesma célula do
grafico em A, correspondentes a pulsos de clampeamento de voltagem
para -18 mV na presenca e na auséncia de | /<M (+)202-791. Observe
em B o retardo na inativacdo dos canais idnicos na presenca de (+)202-
791, mostrado pelo aumento da amplitude da cauda de corrente, em

relacdo ao controle. Linha interrompida mostra o nivel zero de corrente.
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Fig. 9. Efeito do antagonista diidropiridinico de canais de Ca2+ nimodipina,
sobre a corrente de Ca2+ de células tipo | isoladas do corpo carotideo de
ratos adultos. A, Curva I-V na presenca (O) e auséncia (= ) de 3 /<M
nimodipina. Amplitude de corrente medida entre 50-55 ms do curso
temporal dos pulsos testes de clampeamento de voltagem que variaram
de -120 mV a +80 mV, com incremento de 10 mV, cuja duracéo total foi
de 70 ms e o potencial de manutencdo clampeado em -80 mV. B,
Registros superpostos de correntes na presenga € na auséncia de
nimodipina, obtidos em pulsos em que a voltagem teste (-30 mV) se
situou na faixa de potenciais em que houve inibicdo preferencial da

corrente. A linha interrompida mostra o nivel zero de corrente.
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Para determinar se o blogueio pela nimodipina era dependente de
voltagem comparamos as amplitudes de corrente obtidas com o potencial de
manutencdo clampeado em -60 mV com aquelas obtidas com o clampeamento
de voltagem em -80 mV. A amplitude maxima de corrente de Ca2+ reduziu em
40 £ 5% (-80 mV, n=6) e 74 £ 3% (-60 mV, n = 11) numa voltagem teste de
-13 mV. Esse fato mostra que em células tipo | a nimodipina foi mais potente
(p < 0,05) em bloquear as correntes de Ca2+ nos potenciais de membrana
menos negativo. Estes resultados estdo de acordo com os dados da literatura

especializada pois a inibicdo pela nimodipina é dependente de voltagem
(Cohen & McCarthy, 1987).

3.2.3 Canais de Ca2+ tipo N sensiveis a a>-Conotoxina GVIA

Para investigar a contribuicdo dos canais de Ca2+ tipo N na corrente
total de Ca2+ das células tipo 1, testamos a capacidade da co-CgTx GVIA de
bloguear esta corrente. Esta é uma toxina isolada da lesma marinha Conus
geographus (Oliveira, Mclntosh, Cruz, Luque & Gray, 1984) sendo
caracterizada como um potente e irreversivel blogueador dos canais de Ca2+
tipo N (McCleskey, Fox, Feldman, Cruz, Oliveira, Tsien & Yoshikami, 1987;
Aosaki & Kasai, 1989; Plummer, Logothetis & Hess, 1989). Quando as células
tipo | foram expostas a 10 /M de cn-CgTx GVIA, a curva I-V mostrou uma
inibicdo assimétrica, visto que as correntes em potenciais mais negativos que
-18 mV foram menos afetadas (Fig. 10). O curso temporal da corrente obtida
em -3 mV né&o foi alterada na presenca de m-CgTx GVIA (Fig. 10B). A co-

CgTx GVIA produziu uma inibicdo irreversivel da corrente de Ca2+ em todas
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Fig. 10. Efeito da co-CgTx GVIA sobre as correntes de Ca2+ de células tipo |
isoladas do corpo carotideo de ratos adultos. A, relacdo I-V na presenca
(O) e auséncia (=) de 10 /rM cu-CgTx GVIA. Amplitude de corrente
medida entre 50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de
clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a +80 mV, com
incremento de 10 mV, cuja duracéo total foi de 70 ms e o potencial de
manutencdo clampeado em -80 mV. B, Registros superpostos de
corrente da mesma célula do grafico em A, correspondentes a pulsos de
clampeamento de voltagem para -3 mV, na presenca e na auséncia de co-

CgTx GVIA. A linha interrompida mostra o nivel zero de corrente.
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as celulas testadas com uma média de inibicdo de 40 = 0,1 % (n = 10).

3.2.4 Efeitos da co-agatoxina IVA e co-conotoxina MVIIC sobre as correntes de

Ca2+ de células tipo |

Os experimentos seguintes foram realizados para determinar a
identidade de outros tipos de canais de Ca2+ que contribuem para a corrente de
Ca2+ em células tipo I. A presenca de canais de Ca2+ tipo P foi investigada
usando o peptideo téxico co-agatoxina IVA (co-Aga IVA), que tem sido
mostrado como um potente bloqueador de canais de Ca2+ tipo P em células de
Purkinje do cerebelo (Mintz, Adams & Bean, 1992). A co-Aga IVA (0.2 /cM),
na presenca de 0,1% de citocromo C, ndo teve efeito sobre a corrente de Ca2+
dependente de voltagem em ceélulas tipo | do corpo carotideo de ratos adultos.
De acordo com este critério, as células tipo | do corpo carotideo de ratos nédo
possuem canais de Ca2+ tipo P.

A ¢n-CgTx MVIIC e um pepitideo sintético que inibe uma corrente de
Ca2+ resistente a cn-CgTx GVIA em neurdnios CAIl do hipocampo (Hillyard,
Monje, Mintz, Bean, Nadasdi, Ramachandran, Miljanich, Azim-Zoonooz,
Mcintosh, Cruz, Imperial & Oliveira, 1992), uma corrente de Ca2+ tipo Q em
neurbnios granulares do cerebelo (Randall, Wendland, Schweizer, Miljanich,
Adams & Tsien, 1993; Zhang, Randall, Ellinon, Horne, Sather, Tanabe,
Schwarz & Tsien, 1993) e correntes de Ca2+ aiA expressos em o00citos de
Xenopus (Sather, Tanabe, Zhang, Mori, Adams & Tsien, 1993). A co-CgTx
MVIIC (1 /<M) quando aplicada nas celulas tipo | reduziu a corrente de Ca2+
em 38 £ 5% (n = 6) no potencial teste de -3 mV (Fig. 11). No entanto, desde
que a m-CgTx MVIIC pode inibir correntes de Ca2+ tipo N (Hillyard e col.,
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Corrente (nA)

Potencial (mV)

Fig. 11. Efeito da 0-CgTx MVIIC sobre as correntes de Ca~+ de células tipo |
isoladas do corpo carotideo de ratos. A, curva I-V na presenca (O) e
auséncia (©) de 1 j/M co-CgTx MVIIC. Amplitude de corrente medida
entre 50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de clampeamento de
voltagem que variaram de -120 mV a +80 mV, com incremento de 10
mV, cuja duracdo total foi de 70 ms e o potencial de manutencéo
clampeado em -80 mV. B, Registros superpostos de corrente da mesma
célula do grafico em A, correspondentes a pulsos de clampeamento de
voltagem para -3 mV, na presenca e na auséncia de co-CgTx MVIIC. A

linha interrompida mostra o nivel zero de corrente.
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Fig. 12. Efeito da co-CgTx MVIIC sobre as corrents de Ca2+ de células tipo |

isoladas apds pré-tratamento com co-CgTx GVIA. A, Curva I-V na
presenca (=) de 10 cn-CgTx GVIA e na presenca (O) de 1 //M co-
CgTx MVIIC apos pré-tratamento com 0)-CgTx GVIA. Amplitude de
corrente medida entre 50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de
clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a +80 mV, com
incremento de 10 mV, cuja duracéo total foi de 70 ms e o potencial de
manutencdo clampeado em -80 mV. B, Registros superpostos de
corrente da mesma célula do grafico em A, correspondentes a pulsos de
clampeamento de voltagem para -13 mV, da mesma célula mostrada em
A na presenca de co-CgTx GVIA e na presenca de cn-CgTx MVIIC apds
pré-tratamento com cn-CgTx GVIA. A linha interrompida mostra o nivel

zero de corrente.

48



1992), nos aplicamos 1 /rM de co-CgTx MVIIC apés pré-tratamento com 10
I<M de co-CgTx GVIA. Este protocolo experimental teve por objetivo
determinar se a inibicdo produzida pela co-CgTx MVIIC foi devido ao bloqueio
dos canais de Ca2+ tipo N. Os resultados mostraram que a aplicacdo de co-
CgTx MVIIC ndo blogueou os canais de Ca2+ que foram insensiveis a m-CgTx
GVIA (Fig. 12). Ao contrario, obtivemos um aumento da corrente de Ca2+

voltagem-dependente em 11 + 2% (n = 4) apds pré-tratamento com a co-CgTx
GVIA.

5.2.5 Contribuicao relativa dos canais de Ca2+ tipos L e tipo N na corrente
total

As células tipo | tém pelo menos dois tipos de canais de Ca2+ que
podem ser distinguidos por critérios farmacologicos: um canal tipo L, sensivel
a nimodipina e um canal tipo N, sensivel a ro-CgTx GVIA. Para estudarmos as
contribuicdes relativas e os limites de voltagem de ativacédo destes dois tipos de
canais de Ca2+ na corrente em célula-inteira, nés realizamos um experimento
usando a combinacdo de nimodipina e ro-CgTx GVIA. A Fig. 13A ilustra o
efeito combinado de 3 pM de nimodipina mais 10 pM de m-CgTx GVIA sobre
as curvas I-V em células tipo | isoladas. A curva I-V na presenca de
nimodipina e ro-CgTx GVIA néo foi bloqueada completamente (Fig. 13A,
circulos abertos). Apds lavagem das drogas, a curva |-V ndo recuperou
completamente (Fig. 13A, triangulos fechados) devido ao bloqueio pela m-
CgTx GVIA, que ¢é irreversivel. Os registros de corrente para a voltagem teste
de -8 mV em condicGes controle, na presenca de nimodipina mais (0-CgTx

GVIA e apos lavagem sdo mostradas na Fig. 13B. Além disso, a corrente de
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Fig. 13.Correntes de Ca2+ tipo L e tipo N. A, Curvas I-V na auséncia (*) e na
presenca (O) da aplicacdo combinada de nimodipina (3 //M) e co-CgTx
GVIA (10 //M) e apos lavagem (A). Amplitude de corrente medida entre
50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de clampeamento de
voltagem que variaram de -120 a +80 mV, com incremento de 10 mV, cuja
duracdo foi de 70 ms e o potencial de manutencdo clampeado em -80
mV.Observe que o componente de corrente sensivel a nimodipina
recuperou apoés a lavagem. B, Registros superpostos de corrente da mesma
célula do grafico em A, correspondentes a pulsos de clampeamento de
voltagem para -8 mV.C, A subtracdo das curvas |-V mostradas em A
produziu os componentes de correntes de Ca2+ tipo L sensivel a
nimodipina(O) e tipo N sensivel a (0-CgTx GVIA(S).
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Ca2+ nado foi inativada durante os 70 ms de despolarizacdo quando usamos
cada droga isoladamente. No entanto, a corrente de Ca2+ na presenca de
nimodipina mais co-CgTx GVIA mostra um transiente que inativou se com
uma constante de tempo de 25.5 £ 2 ms (n = 5). As correntes tipo N e tipo L,
obtidas pela subtracdo das correntes em presenca dos blogueadores e apés a
lavagem dos mesmos, mostrou caracteristicas da curva I-V quando os referidos
bloqueadores foram usados isoladamente (Fig. 13C). Nestas células, as
correntes tipo L atingiram sua amplitude méxima no potencial teste de -13 mV
212,4+1.8 mV, n = 8) e as correntes tipo N em +2 mV (2.0 £1.4 mV, n = 8).
Uma série de experimentos foi realizada para caracterizar a corrente de
Za2+ resistente aos efeitos combinados da nimodipina e co-CgTx GVIA. Esta
-orrente foi blogueada em 82 + 6% (n = 3) por 25 /iM Cd2+ (Fig. 14A) e 36 £
1% (n = 3) por 200jiM Ni2+ (Fig. 14B). O Ba2+, usado como um carreador de
-argas elétricas, substituiu 0 Ca2+ e aumentou a corrente resistente a
iimodipina e co-CgTx GVIA em 87 + 10% (n = 2, Fig 14C). Esta corrente é
jrovavelmente composta de canais de Ca2+ que sdo incompletamente

)loqueados pela nimodipina e/ou possivelmente outros tipos adicionais de
-anais de Caz2+,

I.3 Modulagdes das correntes de Ca2* em células tipo |

O corpo carotideo contém uma variedade de neurotransmissores
ncluindo norepinefrina, dopamina, Ach, 5-HT, VIP, encefalina, substancia P,

;alanina, neuropeptideo Y, bombesina, colecistocinina e peptideo natriurético
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Fig. 14. Correntes de Ca2+ resistentes aos efeitos combinados da nimodipina e
co-CgTx GVIA em células tipo I. A, Corrente de Ca2+ resistente aos
efeitos combinados dos antagonistas .(*) foi reduzida na presenca de
25 WM Cd2+(0). B, Curva I-V representativa na presenca (O) e
auséncia (=) de 200 /iMm Ni2+. C, Curva I-V na presenca de 10 mM
Ca2+ (=) e na presenca de 10 mM Ba2+ (O). Amplitude de corrente
medida entre 50-55 ms do curso temporal dos pulsos testes de
clampeamento de voltagem que variaram de -120 mV a +80 mV, com
incremento de 10 mV, cuja duracéo total foi de 70 ms e o potencial de
manutencdo clampeado em -80 mV. Todos os experimentos foram

realizados na presenca de 3 //M de nimodipina ap0s pré-tratamento
com 10 //M de co-CgTx GVIA.
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atrial localizados nos corpos celulares e/ou terminagdes nervosas (revisado por
Gonzalez e col., 1994). A ativacdo dos receptores: colinérgicos muscarinicos
pela L-|+]-muscarina (10 /zM, n = 4); adrenérgicos pela norepinefrina (100
HM, n - 4) e opioides, com 1 /iM de met-encefalina (n - 3), todos presentes
nas células tipo I, ndo teve efeito significantivo sobre as correntes de Ca2+ das
referidas células (Tabela I). O VIP, encontrado nas terminagfes nervosas
presentes no corpo carotideo, ativa descargas quimiossensoras, mas 0
mecanismo de acdo ndo esta esclarecido (revisado por Gonzélez e col., 1994).
NOs,'portanto, testamos se o VIP poderia ter efeito direto em alterar as
correntes de Ca2+ nas células tipo I. A aplicacdo de 1 /zM VIP (n = 3) néo teve
efeito siginificativo sobre este tipo de corrente nas células tipo | (Tabela I).

Varios subtipos de receptores serotoninérgicos tém sido recentemente
clonados, mas ndo foram ainda mapeados no corpo carotideo de rato. Desde
gue 5-HT esta presente no corpo carotideo, nds testamos se as correntes de
Ca2+ das células tipo | sdo sensiveis a este neurotransmissor. 5-HT (10 /zM, n
= 3) néo teve efeito significativo sobre as correntes de Ca2+.

A Substéancia P (1 /zM, n = 3) ea adenosina (10 /zM, n = 5) também
foram testadas e os dados obtidos mostraram que as mesmas ndo alteram as
correntes de Ca™+ nas células em estudo (Tabela I). Contudo, a DA (10 /zM) e
a SST (0,1 /zM) inibiram, de forma significativa e reversivel a amplitude
méaxima de corrente, em 25 + 0,5% (n - 2) e 24 £ 2% (n = 11) no potencial de
-3 mV. Além disso, a SST ativou a corrente de Ca2+ mais lentamente que na
corrente controle. Esta ativacédo lenta € caracteristica da inibicdo dependente de
voltagem mediada pela proteina G (Bean, 1989; Ikeda, 1991).

Substancias tais como, angiotensina Il, endotelina e éxido nitrico,

presentes no sangue podem atingir as células quimiorreceptoras pela alta
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vascularizacdo do corpo carotideo, modulando suas funcdes. O 6xido nitrico
também pode ser liberado das fibras nervosas que contém Oxido nitrico
sintetase as quais formam um extensivo plexo que inerva as ceélulas
guimiorreceptoras do corpo carotideo e 0s vasos sanguineos associados (Wang
e col., 1994). Nem a angiotensina Il (1 /zM, n = 3), nem a endotelina-3 (1 //M,
n = 4) ou o doador de Oxido nitrico - a S-nitroso-N-penicilamina (250 /zM, n =
5) produziram efeitos sobre as correntes de Ca2+ nas células tipo I.

Posto que se acredite serem alguns efeitos do éxido nitrico mediados
através da proteina quinase dependente de GMPc (Southam & Garthwaite,
1991; Vincent, 1994) nos verificamos se o0 andlogo de GMPc, o 8-Br-cGMP,

poderia alterar a corrente de Ca2+ nas células tipo I. De maneira semelhante ao

doador de 6xido nitrico, o 8-Br-cGMP (1 mM) também nao teve nenhum efeito
significativo (n = 3) sobre as correntes de Ca2+ das células tipo | (Tabelal).
Outro modulador de correntes iénicas é a proteina quinase C. Com 0
intuito de investigarmos seus efeitos sobre as correntes de Ca2+ nas células em
estudo, utilizamos um ativador de proteina quinase C, o PMA. Os resultados
obtidos mostraram que a ativacéo da proteina quinase C pelo PMA (0,5 /zM, n

= 7) também ndo produziu efeito significativo sobre as correntes de Ca2+ nas
celulas tipo | (Tabela I).
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Tabela 1. Efeito de neurotransmissores, peptideos e segundo

mensageiros sobre correntes de Ca-+ em células
tipo | do corpo carotideo de ratos (Média £ EPM).

Droga NA Dose (//M) Razéo®
L-[+]-muscarina 4 10 0.88 £ 0.05
NE 4 100 0.90 £ 0.03
VIP 3 1 0.97 £0.02
Met-Encefalina 3 1 0.96 + 0.03
Subs. P 3 - 0.96 + 0.02
5-HT 3 10 0.99 + 0.006
Adenosina 5 10 0.90 + 0.04
Somatostatina 11 0.1 0.76 £ 0.02
Ang. 1l 3 1 0.98 £0.01
Endothelin-3 4 1 0.84 +0.02
SNAP 5 250 0.87 £ 0.02
8-Br-cGMP 3 1000 1.07 £0.03
PMA 7 0.5 0.90 +0.02
Dopamina 2 10 0.75 £ 0.005

® Amplitude experimetal/ Amplitude controle. Razao de amplitude

de corrente medida entre 50-55 ms do curso temporal para um
pulso de voltagem clampeada em -3 mV, cuja duracdo total foi
de 70 ms e o potencial de manutencdo clampeado em -80 mV.

N, nimero de experimentos.



3.4 Efeito do doador de oOxido nitrico (SNAP) sobre os niveis
intracelulares de Ca2*

S-nitrosotidis incluindo S-nitroso-glutatio e 0 SNAP tém sido usados
recentemente por suas capacidades em liberar NO (Kowaluk & Fung, 1990).
Para examinar a capacidade das células tipo | de responder ao NO exdgeno,
nos monitoramos os niveis de Ca2+ intracelulares em resposta ao SNAP. Esta
substancia foi usada neste estudo porque: 1) € o mais estavel dos compostos S-
nitrosotiois (George & Shibata, 1995); 2) € também aceito como um 06timo
doador de NO e 3) tem uma alta eficacia como um liberador de NO (Southam
& Garthwaite, 1991; Kowaluk & Fung, 1990). Aplicacdes em bolus de SNAP
(concentracdo final 250 //M) induziu um aumento de 8 vezes nos niveis de
Ca2+ intracelulares nas células tipo I (Fig. 15 e Tabela 2). A média dos niveis
basais do Ca2+ intracelular foi 62 + 5 nM (n = 25). Quando o0 SNAP (250 /zM)
foi aplicado, os niveis intracelulares de Ca2+ aumentaram para 480 £ 80 nM (n
= 8). O tempo médio necessario para a obtencao do pico de Ca2+ foi 121 +29 s
(n = 8, Tabela 2). Para assegurar que 0 aumento nos niveis intracelulares de
Ca2+ nao foi devido ao processo da aplicacdo em bolus, n6s aplicamos o
veiculo (DMSO 0.03%) obedecendo o mesmo protocolo experimental. O
DMSO néo teve nenhum efeito sobre [Ca2+] intracelular (N = 2, Fig. 15 e
Table 2).

O aumento nos niveis de Ca2+ interno pode ser devido ao influxo através
da membrana ou devido a liberacdo de Ca2+ dos estoques internos. Em células
quimiorreceptoras tipo I, é pouco provavel que este aumento da [Ca2+] interna

causado pelo SNAP, seja devido ao influxo de Ca2+ via canais de Ca2+
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700-,

Fig. 15 Efeito de um doador de O6xido nitrico, a S-nitroso-N-acetil-
penicilamina (SNAP), sobre a concentracdo do Ca2+ intracelular em
células tipo | do corpo carotideo de ratos adultos. Observe que a
aplicacdo em bolus de SNAP (250 /zM) induziu lentamente um aumento
de 8 vezes nos niveis intracelulares de Ca2+. A aplicagdo em bolus do
veiculo (DMSO 0,03%) ndo teve nenhum efeito sobre os niveis

intracelulares de Ca2+ nas mesmas condicdes experimentais.
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voltagem dependentes, pois a aplicacdo de 250 ;/M SNAP resultou numa
inibicdo da amplitude méxima da corrente de Ca2+ (12 = 2%, n = 5, Tabela I)

Para investigarmos se 0 aumento intracelular da [Ca2+] decorria da
liberacdo pelos estoques internos sensiveis a raionidina, células
guimiossensitivas tipo | foram expostas a 250 //M SNAP ap0s pré-tratamento
com as seguintes drogas: cafeina (90 mM), &cido ciclopiazonico (30 //M) e
raionidina (100 //M).

A cafeina € usada como uma ferramenta para se estudar as propriedades
da liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares sensiveis a raionidina (Avidor,
Clementi, Schwartz & Atlas, 1994). E aceito que a cafeina interage com 0s
canais de Ca2+ do reticulo endoplasmatico tornando-os mais sensiveis ao Ca2+
que efetivamente depleta os estoques internos. Estes efeitos podem ser vistos
pela diminuicdo na responsividade a repetidas aplicacdes de cafeina
(Sitsapesan & Williams, 1990; Usachev, Shmigol, Pronchuk, Kostyuk &
Verkhrtasky, 1993; Friel & Tsien, 1992). A aplicacdo em bolus de cafeina
aumentou os niveis intracelulares de Ca2+ nas células tipo | em torno de 9
vezes. As células tipo | responderam a primeira aplicacdo de 30 mM de cafeina
com um rapido aumento nos niveis de Ca2+ intracelular (Fig. 16) retornando
aos niveis basais subsequentemente. Uma segunda aplicacdo, mantendo a
primeira, causou somente um leve aumento nas concentracdes de Ca2+ (Fig.
16). Na terceira aplicacdo nenhuma resposta ocorreu indicando uma completa
deplecédo dos estoques de Ca2+ sensiveis a cafeina. Em seguida, a aplicacéo do
SNAP (250 /iM) resultou num grande aumento nas concentracOes de Ca2+
nterno (Fig. 16). O pico intracelular de Ca2+, em resposta ao SNAP, apos pré-
ratamento com cafeina, foi de 937 £317 nM (n = 3). O doador de éxido

litrico, SNAP, aumentou o Ca2+ intracelular mesmo ap0s a deplecédo induzida
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1000 Cafeina

Fig. 16 Efeito de um doador de oxido nitrico, S-nitroso-N-acetil-penicilamina
(SNAP), sobre a |Ca2+]j apds completa deplecdo dos estoques internos
de Ca2+ induzida com cafeina. A aplicacdo em bolus de cafeina (30
mM) induziu um significante aumento (9 vezes) nos niveis intracelulares
de Ca-+. Uma segunda aplicacdo de cafeina, mantendo a primeira
aplicacédo, produziu somente um pequeno efeito e uma terceira aplicacao
ndo produziu nenhuma liberagdo de Ca2+ Uma aplicacdo subsequente
de SNAP (250 /zM) causou um largo aumento nos niveis de Ca2+
intracelulares. As barras obliquas interrompendo o registro indicam

mudanca de escala no dominio temporal.
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pela cafeina.(Fig 16). Nao existe diferenca significativa na magnitude do
aumento dos niveis de Ca-4 intracelulares e no tempo para a obtencdo do pico
de Ca2+ quando comparamos o pré-tratamento com cafeina em resposta ao
SNAP com o SNAP sozinho. (Tabela 2).

O é&cido ciclopiazdnico, uma micotoxina produzida por certos fungos
dos géneros Aspergillus e penicilium, é um potente inibidor da Ca2+ ATPase
Ca2+ dependente do reticulo sarcoplasmatico (Goeger, Riley, Dorner & Cole,
1988; Demaurex, Lew & Krause, 1992). Um outro agente usado para sondar a
funcdo do reticulo sarcoplasmatico é o alcaloide raionidina (Fairhurst, 1974). A
raionidina em concentracOes de 1-10 pM deixa os canais de liberacdo de Ca2+
do reticulo endoplasmatico num estado de subcondutancia causando a inibicdo
da liberacdo de Ca2+ mediada pela cafeina e pelo Ca2+ (Friel & Tsien, 1992).
Isso ocorre devido a prevencdo da acumulacdo de Ca2+ nos estoques internos.
Altas concentracdes de raionidina (em torno de 100 //M) induz o bloqueio dos
canais de liberacdo de Ca2+ ativados pelo Ca2+ (Kostyuk & Verkhratsky,
1994). O pré-tratamento com CPA (30 pM) e altas concentracdes de
raionidina (100 pM) por 30 a 40 min n&o alterou o aumento da concentracéo
intracelular de Ca2+ promovido pelo SNAP (Tabela 2). Contudo, o pré-
tratmento com CPA e raionidina aumentou significativamente (p < 0.05) o
tempo para a obtencdo do pico da concentragdo intracelular de Ca2+ em
resposta a0 SNAP, que aumentou de 121 + 29 s para 467 = 101 s (Tabela 2).

Em resumo, nossos dados demonstram que o SNAP, um doador de éxido
nitrico, promove um aumento significante nos niveis intracelulares de Ca2+

que ndo podem ser atribuidos ao influxo via canais de Ca2+ voltagem
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Tabelai. Efeitos do S-Nitroso-N-Penicilamina(SNAP) na presenga
de bloqueadores da liberacdo de Ca2+ dos estoques internos

sobre a [Ca2+] | em células quimiorreceptoras tipo | do

corpo carotideo de ratos adultos.

Meédia £+ EPM

Tratamento

Basal
DMSO
SNAP

Cafeina

SNAP apo6s pre-tratamento
com cafeina

SNAP apds pré-tratamento
com CPA & Riaonidina

N

25

[Ca2+Ji (NM)

62 +5.0
60 +£3.5

480 + 80a

540 + 157a

937+317a

422 + 87a

Valores expressos em

Tempo (s)

121 29
48 +36

243 + 106

467 = 101b

a Significantemente diferente do controle (p < 0.05, ANOVA e teste de

Dunn para contraste).

b Significantemente diferente do valor correspondente em presenca
apenas de SNAP (p<0.05, ANOVA e teste de Bonferroni para

contraste).
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dependentes nem a liberacdo do Ca2+ dos estoques intracelulares que séo
sensiveis a raionidina.

3.5 Efeito do doador de Oxido nitrico, SNAP, sobre as correntes de K+
dependentes de Ca2+

Como demonstramos que o doador de oxido nitrico induziu um aumento
nos niveis intracelulares de Ca2+ e esta documentado que o NO participa na
modulacdo da excitabilidade da célula tipo | (Wang e col., 1995), procuramos
determinar o papel do SNAP em uma corrente importante para a excitabilidade
neuronal que € a corrente de K+ ativada pelo Ca2+ de alta condutancia (BKca)-

Como a existéncia desses canais em células tipo | de ratos esta
documentada apenas em ratos neonatos (Wyatt & Peers, 1995), procuramos
inicialmente investigar a presenca desses canais em células tipo | de ratos
adultos.

Correntes de K+ foram isoladas de outros tipos de correntes dependentes
de voltagem usando agentes farmacoldgicos e a substituicdo de ions (Veja
métodos). As correntes de K+ foram obtidas durante um intervalo de 200 ms de
despolarizacdo a partir de um pulso de clampeamento de voltagem com o
potencial de manutencdo clampeado em -50 mV. Potenciais de membrana mais
positivos que -30 mV produziram, nas células em estudo, correntes para fora
de potassio que foram dependentes do tempo e da voltagem e foram mantidas
durante os 200 ms de despolarizacdo. O curso temporal e a magnitude das

correntes dependeram fortemente do potencial de membrana e o limiar para
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Fig. 17 Sensibilidade da corrente de saida de K+ das células tipo | a
iberiotoxina. A, Curvas |-V obtidas na presenca (O) e auséncia (=) de
100 nM 1bTx. A amplitude da corrente foi medida entre 180 e 190 ms do
curso temporal dos pulsos testes de clampeamento de voltagem. Estes
pulsos variaram de -80 a +80 mV, com incremento de 10 mV, cuja
duracao total foi de 200 ms. O potencial de manutencado clampeado foi
de -50 mV. B, Registros superpostos de corrente da mesma célula do
grafico em A, correspondentes a pulsos de voltagem clampeada em +27
mV, da mesma célula mostrada em A obtidos na presenca e na auséncia
de IbTx. A linha interrompida mostra o nivel zero de corrente.
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ativacdo foi -30 mV. A amplitude dessa corrente e a regido de inclinagéo
angular negativa da curva 1-V foram bloqueadas em 74 £35(n=4) e 75+ 3.0
% (n = 6) com a aplicacdo externa de 10 mM TEA e 500 piM. Cd2+,
respectivamente. Esta concentracdo de Cd2+ bloqueia completamente as
correntes de Ca2+ dependentes de voltagem nestas células (veja Fig. 6). Estes
resultados sugerem a presenca de canais de K+ dependentes de Ca2+ em
células tipo I.

Para confirmar a presenca dessas correntes nessas células de ratos
adultos, testamos a sensibilidade para dois tipos de toxinas, a ChTx e a IbTx.
Estas toxinas sdo dois pequenos peptideos purificados dos venenos de
escorpides Leiurus quinquestriatus hebraeus (Gimenez-Gallego, Navia,
Reuben, Katz, Kaczorowski & Garcia, 1988) e Buthus tamulus (Galvez,
Gimenez-Gallego, Reuben, Roy-Contancin, Feigenbaum, Kaczorowski &
Garcia, 1990), respectivamente. ChTx e IbTx sdo conhecidas por bloquearem
0s canais de K+ de larga condutancia dependentes de Ca2+ em um grande
numero de preparacdes (MacKinnon & Miller, 1988; Sugg, Garcia, Reuben,
Patchett & Kaczorowski, 1990; Galvez e col., 1990). Contudo, IbTx é um
bloqueador que se acredita ser seletivo para essa classe de canais de K+
(Galvez e col., 1990; Deutsch, Price, Lee, King & Garcia, 1991). A aplicacéo
externa de 10 nM de ChTx reduziu em 73 £ 6% (n = 4) a corrente de K+
durante um pulso despolarizante de +27 mV . Aplicacdes externas de 100 nM
de 1bTx reduziu de forma irreversivel a corrente de K+ em 73 + 3% a +27 mV
(n = 3) como ilustrado na Fig. 17.
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3.5.IEfeito do SNAP, um doador de Oxido nitrico, sobre as correntes

macroscépicas e unitarias de K+

Desde que o SNAP pode aumentar os niveis de Ca2+ intracelulares, esta
mudanca pode ativar a corrente de K+ dependente de Ca2+ nas células tipo | do
corpo carotideo de ratos e produzir uma medida independente da liberacdo de
Caz+ intracelular. O SNAP (250 /zM) quando aplicado extemamente por 5 min
aumentou significantemente (22 = 3%, p < 0.007) de forma reversivel a
corrente macroscopica de K+ em 5 das 13 células tipo | testadas (Fig. 18).

Desde que o método de registro de correntes ionicas utilizando a
configuracdo célula-inteira pode perturbar mecanismos biologicos
intracelulares, e com isso alterar a expressdo e/ou modulacdo desses canais
ibnicos, nos investigamos o efeito do SNAP a nivel do canal isolado usando o
método de "patch clamp™ na configuracdo célula-aderida (cell-attached). Este
método tem a vantagem de assegurar a atividade do canal sem perturbacdo do
meio interno.

O registro das propriedades do canal unitario de K+ nas células tipo | do
corpo carotideo de ratos adultos mostrou uma corrente de larga amplitude.
Esses canais sdo dependentes de voltagem e apresentam tempo de abertura
longo (Figs. 19 e 20). Usando histograma de distribuicdo de frequéncia das
amplitudes com ajustamento ao modelo da distribuicdo normal, as amplitudes
de corrente no canal isolado a voltagem clampeada em +50 mV mostraram um
pico de amplitude de 9.6 pA (Fig. 19A). No pulso de voltagem clampeada em
+80 mV o histograma de distribuicdo de frequéncia das amplitudes de

corrrente permitiu a visualizacdo de dois picos de amplitudes - 11.7 e 21.2 pA
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Fig. 18 Efeito do S-Nitroso-N-Penicilamina (SNAP), um doador de oxido
nitrico, sobre a corrente macroscopica de K+ em célula tipo | do corpo
carotideo de ratos adultos. A, Curva 1-V para a corrente controle (), na
presenca de 250 //M SNAP (O) e apos a lavagem do SNAP (A). A
corrente foi medida entre 180-190 ms do curso temporal dos pulsos-teste
que variaram de -80 mV a +80 mV, com incremento de 10 mV. A
duracdo desses pulsos foi de 200 ms e o potencial de manutencdo foi
estabelecido em -50 mV.  Registros superpostos de corrente da mesma
célula do grafico em A, correspondente a pulsos de voltagem clampeada
em +17 mV, da mesma célula mostrada em A na presenca e na auséncia

de 250 /M de SNAP. A linha interrompida mostra o nivel zero de
corrente.
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(Fig 20A). As Figuras 19B e 20B mostram registros representativos das
correntes unitarias de K+ para um pulso de voltagem clampeada em +50 mV e
+80 mV, respectivamente. A grande amplitude e o longo tempo de abertura
destes canais sdo caracteristicos de canais de K+ dependentes de Ca2+ que se
manifestam com alta condutancia relatado em células tipo | do corpo carotideo
de ratos neonatos (Wyatt & Peers, 1995).

A atividade do canal isolado de K+ dependente de Ca2+ obtida durante
pulsos de 200 ms de duragdo em que a voltagem foi clampeada em +50 mV,
foi monitorada com o intuito de determinar se o doador de Oxido nitrico,
SNAP, poderia alterar sua probabilidade de abertura (NPo).

Em 6 "patches”, o SNAP (250 //M) aumentou a NPo em 88 + 19%
(faixa: 43 a 178%, p < 0.0001) apds 2 min. No entanto, em 3 outros "patches”

ndo se pode observar nenhum efeito. A Fig. 21 ilustra 0 aumento na NPO na

presenca do SNAP e mostra registros representativos da corrente antes e
durante a aplicacao de 250 ptM SNAP.
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No. de eventos

Fig. 19 Amplitudes de correntes unitarias de K+ dependentes de Ca2+ em
células-aderidas registradas em células tipo | do corpo carotideo de ratos
adultos. A, Histograma construido a partir do tracado de seis pulsos de
200 ms de duracdo em que a voltagem foi clampeda em +50 mV a partir
de um potencial de manutencdo de -50 inV. O histograma de
distribuicdo de frequéncia mostrou a presenca de um canal cuja
amplitude de corrente é de 9.6 pA. B, Registros de corrente
representativos da atividade do canal isolado, obtidos durante pulsos de
clampeamento de voltagem de 200 ms de duracdo. Linhas pontilhadas
indicam o nivel zero de corrente. A abertura do canal corresponde as
deflexdes para cima. Os artefatos da corrente capacitiva podem ser

visualizados no comeco e no final dos tracos dc corrente.
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Fig. 20 Amplitudes de correntes unitarias de K+ dependentes de Ca-+ em
células-aderidas registradas em células tipo | do corpo carotideo de ratos
adultos. A, Histograma construido a partir do tracado de seis pulsos de
200 ms de duracdo em que a voltagem foi clampeada em +80 mV a
partir de uma voltagem clampeada em -50 mV. O histograma de
distribuicdo de frequéncia mostrou a presenca de canais de K+ com
amplitudes de corrente de 11.7 e 21.2 pA. A possibilidade de um terceiro
pico ndo esta clara. B, Registros de corrente representativos da atividade
do canal isolado, obtidos durante pulsos de clampeamento de voltagem
de 200 ms de duracdo. Linhas pontilhadas indicam o nivel zero de
corrente. A abertura do canal corresponde as deflexdes para cima. Os
artefatos da corrente capacitiva podem ser visualizados no comeco e no
final dos tracos de corrente.
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Fig- 21 Efeito da S-Nitroso-N-Penicilamina (SNAP), um doador de 6xido
nitrico na atividade do canal isolado de K+ dependente de Ca2+ em
células tipo | do corpo carotideo de ratos adultos. A, Probabilidade de
abertura do canal (NPo) antes e durante a exposi¢do da preparacdo ao
SNAP (250 //M). Registros representativos de corrente unitaria no canal
isolado durante o controle (B) e em presenca de SNAP (C), obtidos a
partir de um pulso de clampeamento de voltagem de 200 ms de duragéo
com o potencial de manutencédo clampeado em -50 mV e o potencial
teste de +50 mV. As linhas pontilhadas indicam os niveis zero de

corrente.
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4.0 Discussao

4.1 Caracterizacdo e modulacéo das corrrentes de calcio em células tipo |

As células tipo | do corpo carotideo sdo sensiveis as mudangas da pU2,
pCU2 e pH sanguineo e transmitem este sinal sensitivo através da liberacdo de
dopamina. Os canais de Ca2+ dependentes de voltagem das células tipo | tém,
segundo os dados da literatura, um papel fundamental na secrecdo do
neurotransmissor do corpo carotideo e consequentemente na quimiotransducao.
Esta importancia se deve ao fato de que a liberacdo de dopamina das células
tipo | depende do Ca2+ extracelular, e pode ser reduzida pelos blogueadores de
canais de Ca2+ dependentes de voltagem (Fidone, Gonzalez & Yoshizaki,
1982; Obeso, Fidone & Gonzalez, 1987).

Ja esta documentada a presenca de canais de Ca2+ tipo L, sensiveis a
diidropiridina nas células tipo | do copro carotideo de coelho e de rato (Monti-
Bloch & Eyzaguirre, 1980; Duchen e col., 1988; Hescheler e col., 1989; Fieber
& McCleskey, 1993). O presente estudo forneceu nova evidéncia para um tipo
adicional de corrente de Ca2+ dependente de voltagem em celulas tipo | do
corpo carotideo de ratos adultos. NOs encontramos que as células tipo |
possuem pelo menos 2 tipos de canais de Ca2+ dependentes de voltagem: um
canal tipo L sensivel a nimodipina e um canal tipo N sensivel a co-CgTx GVIA.
Fieber e McCleskey (1993) reportaram que a co-CgTx GVIA inibiu a corrente
de Ca2+ em somente uma das quatro células testadas. Em contraste, nés
encontramos que a (0-CgTx GVIA bloqueou em 40% a amplitude méxima das

correntes de Ca2+ de forma irreversivel, em todas as células testadas, sugerindo
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gue os canais de Ca2+ tipo N contribuem para a corrente total de Ca2+ nas
células tipo I. As diferencas nos protocolos de obtencdo e manutencdo das
células em cultura bem como no protocolo de registros suportam essa
contestacao.

Buckler e Vaughan-Jones (1994) sugeriram que outros canais de Ca2+
dependentes de voltagem, além dos canais tipo L, podem contribuir para a
elevacdo do Ca2+ intracelular. Nossos resultados ddo suporte a esta hipotese
pois demonstramos que outro tipo adicional de canal de Ca2+ dependente de
voltagem esté presente nas células tipo | do corpo carotideo de ratos os quais
podem contribuir para a elevacdo da concentracao intracelular de Ca2+ durante
a hipcrcapnia ocasionada por uma acidose. Ambos os tipos de canais de Caz2+
(L e N) identificados em nosso estudo podem contribuir para a elevacdo dos
niveis intracelulares de Ca2+ durante o potencial de acdo nas células estudadas.
No entanto, estudos adicionais serdo necessarios para determinar os papeéis dos
canais de Ca2+ tipo L e tipo N no processo de excitacdo-secre¢cdo no corpo
carotideo.

A contribuicdo de correntes idnicas mediadas por canais tipo T néo foi
evidenciada em nossos estudos pois 0 Ni2+ mostrou-se pouco efetivo em
bloquear as correntes de Ca2+ nas celulas em estudo bem como, 25 /Al de
Cd2+ preferencialmente blogueou o componente da corrente evocado em
potenciais mais positivos.

Observou-se ainda, um bloqueio preferencial induzido pelo antagonista
diidropiridinico, nimodipina, em potenciais mais negativos que -18 mV. Essa
inibicdo preferencial possivelmente podera corresponder ao mesmo tipo de

canal responsavel pela corrente remanescente obtida na presenca de 25 //M de
Cd2+.
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Além disso, ndo evidenciamos a presenca de correntes tipo P (Mintz e
col. 1992) ou Q (Randall e col., 1993; Zhang e col., 1993) pois de acordo com
os critérios farmacoldgicos utilizados nem a co-Aga IVA nem a co-CgTx
MVIIC sozinha ou apds pré-tratamento com a rn-CgTx GVIA produziram
alteracOes significativas das correntes de Ca2+ O aumento na amplitude da
corrente de Ca2+ obtido na presenca da rn-CgTx MVIIC ap0s pré tratamento
com a co-CgTx GVIA foi provavelmente devido a diminui¢ao do bloqueio pela
a co-CgTx GVIA visto que, a co-CgTx MVIIC ¢é capaz de deslocar a co-CgTx
GVIA dos sitios de alta afinidade (Hillyard e col., 1992). Estes resultados
sugerem que as células quimiossensitivas tipo | ndo possuem correntes de Ca2+
tipo Q que € sensivel a co-CgTx MVIIC e insensivel a co-CgTx GVLA.

As correntes de Ca2+ das células tipo | ndo foram sensiveis a modulacéo
por alguns neurotransmissores e neuropeptideos encontrados no corpo
carotideo, os quais sdo conhecidos por modularem correntes de Ca2+ em outros
tipos de células. No entanto, a somatostatina e a dopamina tiveram efeito
inibitorio significante sobre as correntes i6nicas estudadas nestas células do
corpo carotideo. Os nossos resultados estdo de acordo com os dados da
literatura que mostram que a dopamina tem efeito inibidor sobre as correntes
de Ca2+ em células tipo | do corpo carotideo de coelho (Benot & LoOpez-
Barneo, 1990). Além disso, mais recentemente ficou demonstrado o efeito
inibitorio da prostaglandina E2 sobre estas correntes de Ca2+ e liberacdo de
DA (Gomez-Nino, Lépez-Lopez, Almaraz & Gonzélez, 1994).

Adicionalmente, em nossas condicfes experimentais e numero de
observacdes, nem o PMA, nem o 8-Br-cGMP ou o doador de oxido nitrico,
SNAP, tiveram efeitos significantes sobre as correntes de Ca2+ em células tipo

I, indicando que estes canais idnicos ndo sao modulados pela proteina quinase
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C, proteina quinase dependente de GMPc ou Oxido nitrico nas condi¢cBes de
registro em célula-inteira. Outras condi¢fes experimentais que causem menos
interferéncia nas vias dos segundo mensageiros intracelulares podem revelar
outros processos modulatérios e esperam futuras investigacoes.

De acordo com os dados obtidos podemos sugerir que, pelo menos dois
tipos de canais de Ca2+ contribuem para a corrente total de Ca2+ nos
guimiorreceptores tipo | do corpo carotideo de ratos adultos. Estes tipos de
canais de Ca2+ incluem o canal tipo L sensivel a nimodipina e o canal tipo N
sensivel a co-CgTx GVIA. Ambos os tipos (L e N) de canais de Ca2+ podem
contribuir para o processo da quimiotransducdo nas referidas células. Em
adicdo, a somatostatina e a dopamina podem modificar o sinal de

quimiotransducao pela inibicdo das correntes de Ca2+ nas células investigadas.

4.2 Modulacéo das correntes de potassio em células tipo |

Recentemente, tem sido sugerido que a inibicdo do quimiorreceptor do
corpo carotideo mediada pela porcdo eferente do ramo do seio carotideo
(Fidone & Sato, 1970) pode ser mediada pela liberacdo de 6xido nitrico das
fibras nervosas sensoriais (Wang e col., 1995). O mecanismo através do qual o
oxido nitrico altera as funcdes das células quimiossensoras tipo | do corpo
carotideo nédo esta bem esclarecido. Portanto, experimentos foram realizados
para se estudar os mecanismos de modulacdo da quimiotransducéo nas células
tipo | do corpo carotideo de ratos pelo o0xido nitrico. O doador de éxido nitrico,

SNAP, foi usado e 0 mesmo induziu um aumento dos niveis intracelulares de
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Ca2+ nas células tipo | e aumentou a atividade dos canais de K+ dependentes
de Ca2+.

Nas nossas condi¢cdes experimentais 250 jiM de SNAP aumentou o Ca2+
intracelular de um nivel basal de 62 nM para um pico de 480 nM. Aumentos
semelhantes no Ca2+ intracelular em células intersticiais do colon de cdo em
resposta ao NO foi relatada por Publicover, Hammond e Sanders (1993).

Varios mecanismos podem ser aventados para explicar o aumento do
Ca2+ intracelular induzido pelo NO, incluindo: i) um aumento no influxo do
Ca2+ extracelular através dos canais de Ca2+ da membrana plasmatica, ii) uma
liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares ou iii) uma mudanca na atividade
de troca Na+/Ca2+ (Bers, Lederer & Berlin, 1990; Lederer, Berlin, Cohen,
Hadley, Bers & Cannell, 1990; Bridge, Smolley, Spitzer & Chin, 1991).

Na possibilidade do aumento da concentragdo de Ca2+ intracelular ser
devido a entrada de Ca2+ através da membrana, como nds demonstramos, este
ndo se deve ao influxo via canais de Ca2+ dependentes de voltagem. Portanto,
este Ca2+ poderia ser decorrente do influxo através de canais operados por
receptor ou através de mecanismo de troca, e neste caso, um candidato é o
mecanismo de troca Na+-Ca2+. Por outro lado, se este aumento da
concentracdo de Ca2+ for decorrente da liberacdo dos estoques internos este
ndo provem de um "pool” interno acessivel a cafeina/raionidina, como
discutiremos a seguir.

Para investigar a origem do aumento intracelular de Ca2+ induzido pelo
SNAP varios experimentos foram realizados. Primeiro, para determinar se o
SNAP podia liberar Ca2+ dos estoques sensiveis a raionidina, células tipo |
foram expostas a altas concentraces de cafeina (90 mM). Varios autores tém

demonstrado que cafeina em concentra¢des maiores que 10 mM libera o Ca2+
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interno através de um mecanismo relacionado com o receptor de raionidina e
depleta todo Ca2+ associado aos estoques sensiveis a mesma (Sitsapesan &
Williams, 1990; Usachev e col. 1993; Friel & Tsien, 1992). Apos 3 exposicdes
consecutivas a 30 mM de cafeina nenhuma liberacdo adicional de Ca2+ foi
observada o que indicou que os estoques de Ca2+ sensiveis a raionidina foram
depletados. Sob estas condicdes experimentais 250 ]JiM SNAP ainda foi capaz
de aumentar significantemente os niveis de Ca2+ intracelulares, o que sugere
entre outras hipoteses que o SNAP pode mobilizar Ca2+ de um "pool”
intracelular que é inacessivel a cafeina.

Em outra série de experimentos, células tipo 1 foram pré-tratadas com
100 /iM de raionidina e 30 //M de CPA. Com o uso combinado destas drogas é
esperado bloqueio total da liberacdo e da captacdo de Ca2+ mediada atraves
dos estoques internos sensiveis a raionidina. Nestas condi¢des, o0 SNAP ainda
manteve sua capacidade em aumentar os niveis intracelulares de Ca2+. Estes
resultados sugerem que ndo € via um receptor de raionidina que o SNAP
promove aumento da [Ca2+] intracelular.

Por outro lado, varias linhas de pequisa sugerem que pode existir uma
ligacdo entre NO e a producdo de ADP-ribose ciclica (Berridge, 1993) com
uma consequente mobilizacdo de Ca2+ intracelular via ativacdo dos receptores
de raionidina (Galione, White, Willmott, Turner, Potter & Watson, 1993).
Nossos dados sugerem que, se 0 NO estimula a liberacdo de Ca2+, é a partir de
um estoque insensivel a raionidina. Assim, o papel do ADP-ribose ciclico
como um mediador desta resposta permanece para ser determinado.

Rojas e colaboradores (Rojas, Nassar-Gentina, Pollard & Luxoro, 1992)
trabalhando com fibras musculares de moluscos e lagosta desnudadas com

saponina propuseram gque sob condicdes fisiologicas existem pelo menos dois
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mecanismos diferentes de liberacdo de Ca2+ acessiveis, um ao trifosfato de
inositol (IP3) e outro a cafeina/raionidina. Mecanismos semelhantes tém sido
proposto para neur6nios, células musculares lisas, células glandulares
gastricas, ovos de ouri¢co-do-mar e hapatocitos (Gill, Mullaney & Ghosh, 1988;
Lee & Hokin, 1989; Mayrleitner, Chadwick, Timerman, Fleischer & Schindler,
1991; Missiaen, Taylor & Berridge, 1991; Hofer & Machen, 1993; Hille,
1992). Em células musculares lisas, € geralmente aceito que 0os compartimentos
sensiveis ao IP3 sdo dominantes, enquanto 0s compartimentos sensiveis a
raionidina ddao menor contribuicdo para a liberacdo intrecelular de Ca2+ No
entanto, em neurbnios ambos 0s "pools™ parecem ter contribuicdes
significantes para a liberacao de Ca2+ (Hille, 1992).

Em adicdo, NO estimula a secrecédo de insulina induzindo uma liberagcao
de Ca2+ das mitocondrias de células INS-1 através de uma desenergizacao
destas organelas (Laffranchi, Gogvadze, Richter & Spinas, 1995). No entanto,
a hipdtese de que NO possa induzir liberacdo de Ca2+ via desenergizacado
mitocondrial em células tipo I requer estudos futuros.

Uma outra explicacdo para a origem do Ca2+ pode ser atraves da troca
Na+/Ca2+. Existem evidéncias (Bers, 1991) sugestivas de que a troca
Na+/Ca2+, em circustancias em que influencia pouco os niveis intracelulares de
Ca2+, pode funcionar como um possivel mecanismo para liberar Ca2+ dos
estoques internos. Se 0 SNAP, por exemplo, esta parcialmente inibindo a troca
Na+/Ca2+, um aumento nos niveis intracelulares de Ca2+ pode ser esperado
desde que a troca tenha um papel fundamental na extruséo de Ca2+ do
citoplasma, com o objetivo de manter os niveis basais de Ca2+. Esta hipotese
merece investigacdes posteriores ja este mecanismo tem papel importante no

balango intracelular de Ca2+ em células tipo | (Rocher e col., 1991).
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Os ions Ca2+ possuem varios efeitos dentre os quais a modulacdo de
canais ibnicos. Até o momento, foi relatado que a condutancia de varios canais
de Ca2+, K+ e Cl sdo modulados pela alteracdo dos niveis intracelulares de
Ca2+. Os canais de K+ ativados pelo Ca2+ de alta condutancia (BKca), estéo
presentes em varios tipos celulares e séo de facil identificacdo, pois possuem
corrente unitaria de grande intensidade, sendo facil o seu registro. Os nossos
resultados demonstram a presenca desta classe de canal de K+ também em
células tipo | de ratos adultos e estdo de acordo com os dados obtidos em
estudos anteriores em células tipo | de coelho adultos e neonatos (Duchen e
col., 1988; Hescheler e col., 1989; Lépez-Barneo e col., 1988) bem como, em
células tipo | de ratos neonatos (Peers e 0'Donnell, 1990).

A probabilidade de abertura dos canais isolados de K+ dependentes de
Ca2+ em células tipo | aumentou 88% na presenca do SNAP. O mecanismo de
ativacao destes canais ndo foi explorado com profundidade neste estudo mas
pode ser devido a varios mecanismos incluindo o aumento no Ca2+ intracelular
induzido pelo NO. Por outro lado, dados da literatura mostram que NO ativa
varios tipos de canais de K+ em mdsculo liso e este efeito, em parte, envolve a
elevacdo da guanosina 3':5-monofosfato ciclico (Koh, Campbell, Carl &
Sanders, 1995).

Foi mostrado que em masculo liso vascular NO ativa uma corrente de
K+ sensivel a ChTx através de um mecanismo dependente de cGMP (Archer,
Huang, Hampl, Nelson, Shultz & Weir, 1994). Em outro estudo, um aumento
direto da atividade do canal de K+ dependente de Ca2+ induzido pelo NO foi
observado em células musculares lisas isoladas da artéria aortica de coelho
(Bolotina, Najibi, Palacino, Pagano & Cohen, 1994). Permanece a ser

investigado quais 0s mecanismos que estdo envolvidos na ativacdo dos canais
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de K+ dependentes de Ca2+ em células quimiossensitivas tipo | do corpo
carotideo de ratos adultos.

As células tipo | possuem varias caracteristicas em comum com outras
células excitaveis. A elevacdo de [Ca2+]i € essencial para a liberacdo de
catecolaminas. Em adicédo, a elevacdo na [Ca2+Ji aumenta a atividade dos
canais de K+ dependentes de Ca2+ e este efeito resulta numa hiperpolarizacéo
celular, inibindo os canais de Ca2+ voltagem dependentes, blogueando entéo a
liberacdo de catecolaminas (Dopamina). Assim € pertinente 0 questionamento
se 0 antagonismo a entrada de Ca2+ criado pela ativacdo do BKca influencia o
aumento do [Ca2+]i a ponto de ndo permitir que [Ca2+]i atinja os niveis
minimos requeridos para a liberagdo de catecolaminas. Documentamos que 0
aumento nos niveis intracelulares de Ca2+ (480 nM) induzido pelo SNAP pode
induzir liberacdo de catecolaminas visto que, a secrecdo desses
neurotransmissores ocorre quando os niveis intracelulares de Ca2+ ultrapassem
um valor de 180 = 43 nM ( Montoro, Urena, Fernandez-Chacén, Alvarez de
Toledo & Lépez-Bameo, 1996). E razoavel supor, contudo, que a dualidade
acima mencionada, gerada pelo aumento da [Ca2+]j possa influenciar aspectos
da liberagédo do neurotransmissor, como o curso temporal.

Para entendermos o papel do Ca2+ e a sua homeostase intracelular é
necessario conhecer melhor os mecanismos regulatérios dos niveis
intracelulares de Ca2+ em células tipo I. Estes mecanismos incluem: tampdes
endogenos de Ca2+; captacdo de Ca2+ nos estoques intracelulares; vazamento
passivo e extrusdo de Ca2+ através da membrana plasmatica; bem como trocas
e atividades das bombas de Ca2+ a nivel das membranas celulares. Entretanto,
fatores adicionais deverdo ser identificados e investigados em pesquisas

futuras. Por exemplo, o envolvimento de outros compartimentos de captacao,
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transporte e estoque de Ca2+, como as mitocondrias visto que, estas organelas
representam uma especializacdo funcional destas células na deteccdo da
alteracdo da pC>2 (Biscoe & Duchen, 1989).

Em resumo, o presente estudo mostrou que um doador de NO foi capaz
de aumentar a concentracdo interna de Ca2+ por mecanismos muito
provavelmente independentes de ativacdo de canais de Ca2+ dependentes de
voltagem e de liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares sensiveis a
cafeina/raionidina. Portanto, merece investigacdo posterior, entre outros
mecanismos, o possivel envolvimento da liberacdo de Ca2+ de estoques
internos insensiveis a cafeina/raionidina (tais como, um "pool” sensivel ao
IP3), das mitocndrias ou ainda 0 mecanismo de troca Na+/Ca2+.

Potenciais de membrana mais positivos que -30 mV produziram, nas
células em estudo, correntes para fora de potassio que foram dependentes do
tempo e da voltagem. O limiar para ativacdo foi -30 mV que foi similar aqueles
das correntes de K+ dependentes de voltagem das células tipo | de coelho
(Duchen e col., 1988) e das células tipo | de ratos neonatos (Peers &
O'Donnell, 1990; Wyatt and Peers, 1995). Esta corrente foi blogueada pelo
TEA, Cd2+, ChTx e IbTx. Estes dados documentam a presenca de canais de
K+ dependentes de Ca2+ em células tipo | do corpo carotideo de ratos adultos e
0s nossos resultados estdo de acordo com os dados disponiveis na literatura
especializada que demonstraram-os em células tipo | de outras espécies e em
ratos neonatos. A documentacdo da presenca desses canais em ratos adultos
apresenta interesse, pois ndo era de antecipacdo Obvia, ja que € bem
documentado que alteracdes nas estruturas subcelulares em células tipo |
ocorrem durante a maturacdo da resposta respiratoria a hipoxia aguda (Eden

and Hanson, 1987). Além disso, mudancas na expressdo e modulac¢do dos
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canais ionicos ocorrem no decorrerer da maturacéo e diferenciacdo dos tecidos
excitaveis (Hagiwara, 1983; Day, Pickering, Johnson & Cook, 1993).

Em nossos estudos o SNAP, um doador de NO, aumentou a
probabilidade de abertura dos canais de K+ dependentes de Ca2+, e uma boa
hipotese para explicar este fenbmeno pode ser o aumento nos niveis
intracelulares de Ca2+ induzido por esta droga. O aumento da corrente através
destes canais de K+ pode provavelmente promover uma hiperpolarizacédo da
membrana e portanto, uma alteracdo da frequéncia de disparo das células
quimiorreceptoras tipo I. De acordo com Wang e col. (1994) este mecanismo
pode mediar o efeito eferente inibitorio onde a célula quimiorreceptor tipo | do
corpo carotideo e/ou o tecido vascular funcionam como efetores da inibicéo
induzida pelo NO exodgeno. Este mecanismo poderia assim ter funcéo

moduladora do processo de excitagcdo-secrecao e quimiotransdugao no corpo
carotideo.
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5.0 Conclusoes

01. A corrente de Ca2+ dependente de voltagem em células quimiossensitivas
tipo | do corpo carotideo de ratos adultos a qual apresentou um limiar de
ativacdo em tomo de -40 mV, uma inativacdo de 50% em -38 mV e em 10
mM de Ca2+, atingiu uma amplitude maxima de -94 pA, foi parcialmente

blogueada pela SST e DA e completamente bloqueada pelo Cd2+ (500 j/M).

02. Os quimiorreceptores tipo | possuem pelo menos dois tipos de canais de
Ca2+, o canal tipo L sensivel a nimodipina e o canal tipo N sensivel a co-
CgTx GVIA. Ambos os canais contribuem com grande percentagem da
corrente total de entrada de Ca2+ o que sugere serem 0s dois importantes no
processo de excitacdo-secrecdo nestas células.

03. As ceélulas quimiorreceptoras de ratos adultos possuem canais de K+

dependentes de Ca2+ os quais foram blogueados completamente com 500
/IM de Cd2+, TEA, ChTx e IbTx.

04. O SNAP, um doador de 6xido nitrico, aumentou a [Ca2+| intracelular. Essa
alteracdo da [Ca2+|i ndo foi explicavel através de interferéncia significativa
com a corrente transmembrana de Ca2+ através dos canais voltagem
dependentes nem por liberagcdo de Ca2+ dos estoques intracelulares
sensiveis a cafeina/raionidina. Além disso, 0 SNAP também induziu um
aumento na probabilidade de abertura dos canais de K+ dependentes de
Ca2+, um efeito talvez causado pelo aumento nos niveis basais de Ca2+
induzido pelo SNAP.
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