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RESUMO

O presente estudo investigou o envolvimento dos canais de cloreto 
ativados pelo cálcio intracelular (CI(Ca)) e pelo aumento do volume celular 

(CIswell) na contratilidade do músculo liso longitudinal de fundo de estômago 
de rato. Avaliamos os efeitos farmacológicos de vários bloqueadores de 

canais de cloreto: o ácido niflúmico (NFA), ácido 4,4’-diisotiocianatostilbeno- 
2,2’-dissulfônico (DIDS), ácido 3’,5-diclorodifenilamina-2-carboxílico (DCDPC), 

ácido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzóico (NPPB) e o tamoxifeno (TAM), 
assim como o envolvimento dos gradientes de cálcio e cloreto transmembrana 

sobre as respostas contráteis induzidas pelos agonistas 5-hidroxitriptamina (5- 

HT, serotonina), acetilcolina (ACh) e prostaglandina-F2u (PGF2a), pelo cloreto 

de potássio (KCI) e pela solução hipotônica (SH) em estômago de rato. 

Avaliamos também os efeitos eletrofisiológicos do NFA e da nifedipina (NIF) 

sobre as alterações elétricas induzidas pela SH sobre a membrana celular. O 
NFA inibiu, seletivamente, as contrações induzidas pela 5-HT, reduziu, em 

menor proporção, as respostas induzidas pela PGF2a e não alterou os efeitos 

da ACh. Além disso, não alterou a contração induzida por 60mM e 20mM de 

KCI, sugerindo não interagir com os canais de cálcio dependentes de 

voltagem (VDCC) e nem ativar canajs de potássio, respectivamente. Em 

contraste, os efeitos do DCDPC não foram seletivos, inibindo as contrações 
induzidas pela 5-HT, ACh e pelo KCI. O DIDS foi menos potente do que o 

NFA e DCDPC, inibindo as repostas induzidas por 60mM de KCI apenas em 
alta concentração. As contrações induzidas pela 5-HT foram mais sensíveis 

aos efeitos do NFA e à remoção do cálcio e cloreto extracelulares do que 

aquelas induzidas pela ACh e pela PGF2a. Esta diferença de sensibilidades 

entre os agonistas pode indicar o envolvimento de diferentes mecanismos de 
transdução de sinais intracelulares. A SH produziu contrações sensíveis aó 

NFA, as quais foram parcialmente dependentes do cloreto e totalmente 

dependentes do cálcio extracelulares. Adicionalmente, os experimentos 



eletrofisiológicos demonstraram que o NFA inibiu a despolarização induzida 
pela SH enquanto que a NIF, um bloqueador seletivo para os VDCC, não 
mostrou qualquer efeito, possivelmente, sugerindo o envolvimento dos CI(Ca) 
nesse mecanismo. Desde que, nas concentrações empregadas, o NFA não 

iniba os VDCC e nem ative canais de potássio, nossos dados são condizentes 

com a nossa hipótese de que “a ativação dos canais de cloreto despolariza o 
músculo liso, permitindo o influxo de cálcio via VDCC, produzindo contração”. 
Concluindo, nossos resultados sugerem que os CI(Ca) possuam importante 
papel funcional no mecanismo de contração induzido pela 5-HT e que o NFA 
possa ser uma ferramenta farmacológica adequada para os estudos 

funcionais desses canais em músculo liso de estômago de rato.



INTRODUÇÃO
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1 INTRODUÇÃO

O estado de contração do músculo liso é regulado por muitos fatores, 
onde os neurotransmissores, liberados do sistema nervoso autônomo, e 

outras substâncias biologicamente ativas, provenientes da circulação ou 

liberadas localmente, exercem seus efeitos contráteis ou relaxantes sobre a 
musculatura lisa. Entretanto, há evidências de que as respostas induzidas por 

alguns agonistas possam ocorrer dependente ou independentemente de 
alterações no potencial de membrana (Somlyo & Somlyo, 1968; Bolton, 1979; 
Bolton & Large, 1986).

Nos últimos dez anos as pesquisas"mostram um crescente interesse no 
possível papel fisiológico das correntes de cloreto ativadas pelo cálcio (ICI(Ca)) 

nas respostas contráteis induzidas pelos neurotransmissores (Large & Wang, 

1996; Kitamura & Yamazaki, 2001). Vários trabalhos mostram a existência 

das ICI(ca) em células de músculo liso de diferentes tecidos como, por 

exemplo, em esôfago de coelhos (Akbarali & Giles, 1993), artérias de orelha 
de coelhos (Amédée et al., 1990), cultura de células vasculares (Holevinsky et 
al., 1994), miócitos vasculares (Pacaud et al., 1991), músculo liso respiratório 

(Janssen & Sims, 1992, 1993, 1995), miócitos de artéria coronária de coelhos 
(Lamb et al., 1994). Estudos funcionais em músculo liso vascular de rato 

mostram o envolvimento da condutância de cloreto nas contrações induzidas 

por agonistas (Criddle et al., 1996, 1997; Lamb & Barna, 1998a,b). 

Compostos como os fenamatos (NFA, MFA, FFA, TFA), DIDS, SITS, A-9-C, 

DCDPC e NPPB têm sido utilizados como bloqueadores das ICI(Ca) em vários 
tipos de tecidos como em veia porta de coelho (Hogg et al., 1994a,b; 

Greenwood & Large, 1995, 1997), veia porta de rato (Kirkup et al., 1996b), 

miócitos ventriculares de cobaios (Furukawa et al., 1993), miócitos de traquéia 
(Janssen & Sims, 1992, 1993), oócitos deXenopus (White & Aylwin, 1990; Wlf 

& Hamill, 1992), aorta isolada de rato (Criddle et al., 1996; Lamb & Barna, 

1998a,b), leito mesentérico vascular perfundido de rato (Criddle et al., 1997), 
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traquéia isolada de rato (Teixeira et al., 2000) e artérias cerebrais de rato 

(Nelson et al., 1997). Entretanto, a maioria desses compostos, quando 

utilizados nas concentrações necessárias para inibir as ICI(Ca), afeta a 
condutância de outros canais iônicos dificultando a dissecação farmacológica, 
uma condição importante a ser considerada no estudo de correntes iônicas 

isoladas. Estudos em células isoladas de músculo liso vascular mostram que 
o ácido niflúmico (NFA), uma droga antinflamatória aromática não esteroidal 
do grupo dos fenamatos, inibe as ICI(Ca) em concentrações inferiores àquelas 

que, geralmente, poderíam influenciar outras condutâncias iônicas (> 50- 

100pM) (Pacaud et al., 1989a; Janssen & Sims, 1992; Akbarali & Giles, 1993; 

Hogg et al., 1994b; Lamb et al., 1994), sugerindo maior seletividade do ácido 

niflúmico em relação aos outros bloqueadores, constituindo, portanto, uma 

ferramenta farmacológica valiosa para estudos funcionais destas correntes 
em músculo liso.

Estudos eletrofisiológicos em células isoladas de músculo liso vascular 
mostram a presença de correntes transitórias ativadas pela liberação 
espontânea e periódica de cálcio do retículo sarcoplasmático, denominadas 

de STIC (correntes transitórias espontâneas para dentro) e STOC (correntes 

transitórias espontâneas para fora). Estas correntes decorrem da abertura dos 

canais de cloreto e potássio, respectivamente. Para ilustrar as correntes de 
cloreto espontâneas transitórias e aquelas evocadas por agonistas, tomamos 
como exemplo o trabalho de Hogg et al., (1994a), onde os registros 

eletrofisiológicos das correntes de cloreto aparecem como deflexões para 

baixo, as quais foram inibidas na presença de baixas concentrações de ácido 
niflúmico (Fig.1).

/
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a)

Niflumic acid concentration [m]

Niflumic acid concentration [m]

b)

Control Niflumic 5 x 10'6 m 5 min wash
5 min

o

Caffeine 
(10 itim)

Caffeine + niflumic 
(5 x 10’5m)

5 min

\J
5 min wash

Fig. 1 - a) - Efeitos inibitórios do ácido niflúmico sobre as correntes de cloreto 
/ 

espontâneas transitórias (STIC); b) - Efeitos inibitórios do ácido niflúmico sobre as 

ICI(ca) induzidas pela noradrenalina e pela cafeína, em células isoladas de veia porta 

de coelhos (Hogg et al., 1994a).
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Estudos funcionais reportam que o ácido niflúmico produz efeitos 

inibitórios com maior ou menor potência sobre as respostas contráteis 

induzidas por diferentes agonistas. Por exemplo, um estudo em aorta de rato 
mostra que o ácido niflúmico reduz a amplitude da resposta contrátil induzida 
pela noradrenalina (Criddle et al., 1996). Mas, em leito mesentérico vascular 

perfundido, a potência inibitória do NFA foi maior sobre as respostas 
pressoras induzidas pela a 5-hidroxitriptamina do que aquelas induzidas pela 
noradrenalina (Criddle et al., 1997), enquanto a resposta contrátil induzida 

pela acetilcolina foi complefamente insensível em traquéia isolada de rato 
(Teixeira et al., 2000). Isto sugere que as ICI(ca) tenham um envolvimento 

fisiológico mais relevante no mecanismo de ação da 5-HT do que nos 

mecanismos da noradrenalina e acetilcolina.

As características eletrofisiológicas das ICI(Ca) reportadas em músculo 

liso sustentam a idéia de sua importância fisiológica por várias razões. 

Primeiro, a concentração intracelular de cloreto ocorre acima do valor de sua 
distribuição passiva (Casteels, 1971; Aickin & Vermue, 1983; Aickin & 
Brading, 1983, 1984; Davis, 1992; Koncz & Daugirdas, 1994; Davis et al., 

2000), gerando um forte gradiente eletroquímico para a saída de cloreto da 

célula. Segundo, como conseqüência de sua distribuição passiva, o potencial 

de equilíbrio eletroquímico do cloreto se estabelece na faixa de -20 a -30mV 
(Aickin & Brading, 1982; Aickin & Vermue, 1983), um valor mais positivo em 
relação ao potencial de equilíbrio da membrana (-75 a -50mV) (Hirst & 

Edwards, 1989; Nelson et al., 1990) e à faixa de ativação dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem (-60 a -40 mV) (Nelson et al., 1990). Terceiro, 

desde que vários agonistas aumentam a concentração de cálcio no citosol 
pela sua liberação dos estoques intracelulares (Pacaud, et al., 1989a, 1992; 

Amédée et al., 1990; Klõckner, 1993; Ohta et al., 1993; Liu & Farley, 1996; 
Janssen, 1996; Guibert et al., 1997; Wang & Kotlikoff, 2000), isto ativa a/ 

ICI(ca) levando à despolarização para a faixa do valor do potencial de 

membrana capaz de ativar os VDCCs permitindo a entrada de cálcio. Estas 
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três condições fundamentam, eletrofisiologicamente, que a ativação das ICI(Ca) 

possa ser um potente mecanismo iônico desencadeante da despolarização da 
membrana celular, sugerindo que este seja uma possível via que leve ao 

influxo de cálcio e, consequentemente, a contração do músculo liso (Fig. 2). 
Recentemente, esse mesmo mecanismo foi publicado onde o ácido niflúmico 
inibiu, seletivamente, as contrações induzidas pela 5-HT em traquéia isolada 

de rato, sugerindo a diferença no mecanismo de inibição entre o NFA e 
nifedipina (Teixeira et al., 2000). Além disso, os canais de cloreto estão, 

fisiologicamente, envolvidos em muitas outras funções celulares, incluindo o 
transporte iônico epitelial, regulação da excitabilidade celular, estabilização do 

potencial transmembrana, regulação do volume celular e controle do pH 
intracelular (Gõgelein, 1988; Liedtke, 1989; Hoffmann & Dunham, 1995; 

Chipperfield & Harper, 2000; Kitamura & Yamazaki, 2001), que os fazem alvos 

para o possível desenvolvimento de drogas com novas perspectivas 

terapêuticas.



31

Fig. 2 - Modelo hipotético para os efeitos inibitórios do ácido niflúmico (NFA) e da 

nifedipina (NIF) sobre as contrações induzidas pela 5-HT. A ativação dos receptores 

de membrana pela 5-HT estimula à liberação de cálcio intracelular do retícuio 

sarcoplasmático (RS), induzindo a abertura dos Cl(ca). O subseqüente fluxo de 

cloreto para fora da célula despolariza a membrana celular levando à abertura dos 

VDCC e entrada do cálcio extracelular. O aumento da concentração do cálcio 

intracelular estimula a contração do músculo liso. Este modelo prevê as equivalentps 

proporções de efeitos inibitórios do NFA e da NIF, sozinhos ou associados, sobre as 

respostas induzidas pela 5-HT. Outras vias para a contração do músculo liso estão 

presentes, independentemente, deste mecanismo.
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Nos últimos anos vários estudos reportam a existência de um outro tipo 

de corrente de cloreto ativada pela hipotonicidade (Iswell) que está presente 
em vários tipos de células. Exemplificando, essas correntes podem ser 
mostradas pelos registros eletrofisiológicos em células isoladas de veia porta 
de coelhos, obtidos do trabalho de Greenwood & Large (1998), as quais são 

interpretadas pela linha de deflexão gradativa para baixo e que foram, 

sensivelmente, inibidas pelo tamoxifeno (Fig. 3). Outros estudos mostram que 
as Iswell estão presentes em diversos tecidos como no epidídimo (Chan et al.,

1994) , células epiteliais de intestino humano (Kubo & Okada, 1992), células 
do dueto coletor cortical renal (Schwiebert et a/., 1994), miócitos cardíacos de 

coelhos (Hagiwara et al., 1992), células osteoblásticas de rato (Gosling et al.,

1995) e osteoclastos de coelhos (Kelly et al., 1994), mas em músculo liso não 

vascular existe pouca informação sobre a sua importância fisiológica. 

Entretanto, as propriedades eletrofisiológicas das Iswell parecem distintas 
daquelas ICI(Ca) e que contribuem para a manutenção do tônus miogênico em 
artérias cerebrais de rato (Nelson et al., 1997). Neste estudo, os antagonistas 
de canais de cloreto, DIDS e IAA-94, dilataram e hiperpolarizaram as células 

de artérias cerebrais que tiveram a pressão intravascular previamente 

aumentada. Desde que o ácido niflúmico, o mais seletivo bloqueador das 

ICI(Ca), não teve efeito dilatador sobre os vasos pressurizados, postulou-se 

que as ICI(Ca) não eram as responsáveié pela resposta miogênica neste tecido. 
Estudo subseqüente em músculo liso de veia porta de coelhos reforça que a 

farmacologia das Iswell seja, realmente, diferente das ICI(Ca) e que possuem 
algumas similaridades com aquela envolvida na resposta miogênica reportada 

em artérias cerebrais de ratos (Greenwood & Large, 1998). Neste estudo, a 

Iswell foi, potentemente, inibida pelo tamoxifeno (Fig.3), uma droga anti- 
estrogênica, e pelo DIDS, um derivado stilbeno, mas o ácido niflúmico 

produziu inibição das Iswell (IC5o =1OOjiM) em concentrações muito acima^ 

daquelas necessárias para inibir as ICI(Ca), no mesmo tipo de tecido (Hogg et 

al., 1994a; Greenwood & Large, 1995). Em contraste, o ácido niflúmico
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(1 OpM) e o DIDS (lOOpiM) inibiram as Iswell em miócitos gástricos de cobaios 

(Xu et al., 1997), sugerindo que no estômago as ICI(Ca) possam ter um papel 
fisiológico diferente daqueles observados em tecidos vasculares sobre as 

respostas contráteis induzidas por hipotonicidade. Entretanto, é também 

possível que os CIswell sejam sensíveis ao NFA em estômago de rato.

Hypotonlc Solutlon___________
10 Tamoxlfcn

25»

_____ Hypotonk Solutlon_____________
10 RM 17 ft-Estradiol 10 p.M Tnmoxlfcn

50 pA I__
25 s

Fig. 3 - Registro eletrofisiológico mostrando os efeitos do tamoxifeno sobre ap 

correntes de cloreto induzidas pela solução hipotônica (Iswell) em células isoladas 
de veia porta de coelhos (Greenwood & Large, 1998).
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Portanto o presente trabalho busca investigar, basicamente, o 

envolvimento dos canais de cloreto nas respostas induzidas por agonistas e 
nas contrações induzidas pela solução hipotônica em músculo liso longitudinal 

de fundo de estômago de rato.

1.1 ASPECTOS MORFOLÓGICOS E FUNCIONAIS DO ESTÔMAGO

1.1.1 Morfologia e histologia do estômago

O estômago é uma porção dilatada do intestino situado entre o esôfago 
e o intestino delgado, delimitado superior e inferiormente pelos orifícios cárdia 
e piloro, respectivamente.

Embora a divisão do estômago em partes seja convencional, 

classicamente, é descrito como uma estrutura e m forma de “J” constituindo, 

portanto, uma porção vertical e outra horizontal. Possui duas faces, anterior e 

posterior, duas curvaturas, direita ou curvatura menor e esquerda ou 
curvatura maior e dois orifícios, cárdia, uma estrutura não valvular sem 

esfíncter, e piloro gastroduodenal, que possui um esfíncter bem definido 

denominado de válvula pilórica. A porção vertical do estômago compreende 

duas regiões: o fundo, esférico que se acomoda à face inferior do diafragma, 

e o corpo, que apresenta uma forma mais cilíndrica. A porção horizontal, 
constituída pelo antro e canal pilórico,'tem a forma de um cone com o ápice 

localizado no piloro. A variação nas formas geométrica do estômago, esférica, 

cilíndrica e cônica permitem ao órgão uma perfeita adaptação morfofuncional 
(Cunha Melo et al., 1993)

Histologicamente, o estômago está organizado em quatro camadas 
bem definidas dispostas em superposições e ordenadas de fora para dentro 

em serosa, muscular, submucosa e mucosa (Gabella, 1979). A serosa é uma 

dependência do peritônio que está intimamente aderida à camada muscular. 

A camada muscular é organizada em três planos, superficial, médio e interno, 

distinguidos pelas direções de suas fibras. O plano superficial é formado por 
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ibras longitudinais, paralelas ao eixo do estômago, correspondendo a uma 

ontinuidade do músculo esofágico que, na região da cárdia, se divergem 
listribuindo-se por toda a extensão do estômago e convergindo para o piloro 

ompondo a musculatura lisa longitudinal intestinal. O plano médio organiza- 
e em fibras circulares dispostas perpendicularmente ao eixo do estômago. 
Ia cárdia estas fibras mesclam-se com as fibras circulares do esôfago e no 

intro tornam-se mais numerosas definindo um anel rico em fibras circulares 
ntre o estômago e o duodeno, o esfíncter pilórico. O plano interno constitui 

ma malha de fibras oblíquas distribuídas irregularmente nas regiões do 
stômago, mostrando-se com escassez na curvatura menor, na metade 

ireita da curvatura maior e em grande extensão da região pré-pilórica. Entre 
s camadas musculares longitudinais e circulares encontra-se o plexo 
lioentérico (plexo de Auerbach). A submucosa está intimamente ligada à 

amada muscular e à mucosa gástrica. Esta camada assume grande 

nportância nos fenômenos de absorção pela sua riqueza em vasos 

anguíneos e abriga um importante plexo nervoso, o plexo submucoso (plexo 

e Meissner). A mucosa gástrica e o forramento interno do estômago, 
onstituem uma das mais importantes barreiras do organismo pelas suas 
jnções, sua estrutura e pelos processos patológicos que nela se instalam. A 

lucosa, por sua vez, divide-se em duas camadas, uma superficial constituída 

elo epitélio e outra profunda denominada de córion ou derme. As células 
piteliais de revestimento mucoso estão em constante renovação e recobre as 

riptas favéolas gástricas, estas correspondem á desembocadura de 3 a 7 
lândulas gástricas. O córion, região delimitado pela membrana basal e pela 

amada muscular da mucosa, é altamente povoada pelas glândulas gástricas 

ue se distribuem desde a cárdia ao piloro. Fibras oriundas da camada 

luscular da mucosa se dirigem e envolvem as glândulas e, pela sua 

ontração, desempenham papel importante no processo de secreção gástrica 
^unha Melo et al., 1993). Esta perfeita arquitetura biológica do estômago 

□ssui complexo sistema de controle funcional comandado pela integração do 
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sistema nervoso central e sistema nervoso entérico, envolvendo várias 

substâncias, peptídica ou não, de origem endócrina, parácrina e nervosa, 
como por exemplo, acetilcolina, noradrenalina, 5-hidroxitriptamina, histamina, 

prostaglandina, substância-P, colicistoquinina, polipeptídeo intestinal 
vasoativo, somatostatina, secretina, gastrina, angiotensina, neuropeptídeo-Y, 
adenosina trifosfato, adenosina, encefalinas e outras (Hokfelt et al., 1989; 

Elfvin et al., 1993). Estudos com radioimunoensaios, histoquímicos e 
imunohistoquímicos, mostram que muitas destas substâncias são 
neurotransmissoras, emboca os seus papéis fisiológicos não estejam 
completamente esclarecidos. Para outras delas, não se sabe se são liberadas 

por estímulos fisiológicos. Além disso, há dificuldades de serem classificadas 

como neurotransmissoras por serem também liberadas como secreção 

endócrina e parácrina (Pandol, 1990).

1.1.2 Mecanismos neurogênicos do estômago

O trato gastrointestinal, em especial o estômago, possui uma inervação 

extrínseca, onde os nervos que o alcançam externamente, possuem seus 

corpos celulares localizados no sistema nervoso central (SNC), nos gânglios 

simpáticos e nos gânglios sensoriais. A inervação intrínseca possui seus 
corpos celulares nos gânglios intramurais, portanto no sistema nervoso 

entérico (SNE). Topograficamente, ‘as fibras nervosas do estômago o 
alcançam em todas as suas camadas, desde a mucosa até as camadas 

musculares mais externamente. Isto significa que todas estas camadas 

recebem sinais de mensageiros neuronais e que os diferentes tipos células 
secretoras que compõem o epitélio gástrico liberam seus conteúdos 
endócrinos e parácrinos sob um controle nervoso (Ekblad et al., 2000).

O estômago é uma estrutura repleta de receptores neurais que 

detectam várias formas de estímulos. O sistema sensorial do estômago é 

constituído por, aproximadamente, quatro quintos das fibras do vago 

abdominal, nas quais encontram-se os mecanoceptores, quimioceptores e 
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osmorreceptores. Os nervos simpáticos transportam informação dos 

mecanoceptores e, provavelmente, de nervos que respondem a estímulos 

dolorosos, conduzindo-as aos gânglios simpáticos e retornando pelas fibras 

pós-ganglionares ao estômago para produzir os efeitos.

As fibras aferentes viscerais constituem a primeira conexão dos arcos 
reflexos do sistema nervoso autônomo. Com algumas exceções, como ocorre 

nos reflexos axônicos locais.xio SNE, a maioria dos reflexos viscerais é 
mediada pelo sistema nervoso central. No trato gastrointestinal, grande parte 

dos estímulos são processados e transmitidos para os tecidos alvos locais 
sob o controle exclusivo do sistema nervoso entérico. Entretanto, há conexões 

extrínsecas através das fibras parassimpáticas aferentes do nervo vago de 
diferentes regiões do sistema gastrointestinal, como por exemplo, as fibras do 

fundo do estômago e dos gânglios mioentérios que conduzem os estímulos ao 

SNC, passando pelo gânglio nodoso, para serem processados e transferidos 

para as fibras eferentes que levam a informação até ao sistema nervoso 

entérico ou células glandulares para produzir os efeitos. Para maiores 

detalhes sobre o sistema aferente do nervo vago em fundo de estômago de 
rato, sugerimos a leitura do trabalho de Berthoud & Powley (1992).

Os plexos nervosos, mioentérico e submucoso, estão interconectados e 

recebem do vago fibras parassimpáticas pré-ganglionares, em sua maior 

parte, excitatórias, apesar de algumas serem inibitórias. Algumas inervam 
diretamente as glândulas. As fibras parassimpáticas que chegam ao 
estômago são essencialmente pós-ganglionares e inervam diretamente o 

músculo liso, vasos sanguíneos e algumas células glandulares, mas possuem 

terminações nos plexos nos locais em que inibem a liberação de acetilcolina 

(Gershon, 1981). Outras fibras nervosas classificadas como não adrenérgicas 

não colinérgicas (NANC) também estão presentes sistema nervoso entéricoz 
envolvendo a liberação de muitos outros neurotransmissores diferentes da 

acetilcolina e da noradrenalina, como é o caso da serotonina, óxido nítrico, 
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GABA, dopamina, adenosina trifosfato e vários peptídos farmacologicamente 
ativos (Burnstock, 1972; Daniel, 1978; Pandol, 1990; Lefkowitz etal., 1996).

Os receptores muscarínicos da acetilcolina consistem de pelo cinco 

tipos distintos. Na periferia esses receptores medeiam os sinais colinérgicos 

no sistema nervoso autônomo, embora os específicos papéis fisiológicos de 
cada um dos subtipos ainda estejam poucos elucidados (Matsui et al., 2000). 
De um modo geral, o sistemsf colinérgico produz contração da musculatura 
lisa visceral mediada pela ação da acetilcolina sobre os receptores 
muscarínicos M3 (Rang et al., 1997b). Entretanto, há estudos sugerindo a 

participação dos receptores M2 na contração do fundo de estômago de rato 

(Thomas & Ehlert, 1996). O sistema adrênérgico promove o relaxamento do 

músculo liso de estômago de rato pela ativação de receptores tipo p (Lefebvre 

et al., 1984; Ma & Xu, 1990). Entretanto, o complexo sistema não adrênérgico 

não colinérgico (NANC) também produz relaxamento do fundo de estômago 

de rato pela liberação de vários neurotransmissores como o polipeptídeo 

intestinal vasoativo (VIP) e óxido nítrico (NO) (Li & Rand, 1990; D’Amato etal., 

1992), mas a participação do NO e VIP como mediadores ou 
neurotransmissores no relaxamento via NANC estejam mais relacionados 
com a camada circular (Kamata et al., 1993, 1997). Embora VIP e NO tenham 

sido considerados os principais , neurotransmissores envolvidos no 

relaxamento muscular gástrico pelo sistema NANC, estudos mais recentes 

mostram que neurônios inibitórios podem liberar outros neurotransmissores 

como adenosina trifosfato (ATP), peptideo histidina-isoleucina (PHI) (Curro & 
Preziosi, 1998). Desde que o relaxamento induzido pelo ATP seja sensível a 
apamina, sugere-se que o mecanismo relaxante induzido pelo ATP pode 

envolver a ativação dos canais de potássio ativados pelo cálcio, o que não 

ocorre com VIP e estimulação NANC (Lefebvre et al., 1991). Assim, fica 

evidente que o relaxamento induzido pelo sistema NANC é um fenômeno 

complexo que envolve, além destes, muitos outros neurotransmissores e 
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substâncias localmente liberadas, cada qual com um papel funcional 

específico.

Desde 1870 descreveu-se a existência de células endócrina-parácrinas 
espalhadas pelo epitélio gastrointestinal. Estas células, ao receberem sinais 
químicos do conteúdo luminal, liberam suas secreções para os espaços 
intersticiais e sistema circulatório, podendo, portanto, exercer seus efeitos 
sobre as células do próprio sistéma gastrointestinal ou à distância via corrente 
sanguínea. Como exemplo característico sâo as células enterocromafins que 

estocam e secretam 5-HT, uma das principais fontes reservas e biossíntese 
desta substância. Recentemente, muitas outras classes células endócrinas 

diferentes das enterocromafins foram identificadas por microscopia eletrônica 

e estudos imunohistoquímicos. Cada uma estoca e secreta um dos muitos 

agentes endócrinos, tais como gastrina, colicistoquinina, polipeptídeo inibitório 

gátrico, secretina, neurotensina, motilina e somatostatina. Geralmente são 

armazenados em forma de grânulos secretórios localizados na porção basal 

do citoplama enquanto a superfície apical contém as microvilosidades 
luminais. Com esta organização, as células respondem a estímulos químicos 

específicos para a liberação de seus grânulos de secreção. Entretanto, o 

mecanismo pelo qual as células percebem os sinais luminais permanece 

desconhecido. Desde que cada classe de células endócrino-parácrina 

responde a estímulos específicos, isto sugere a existência de receptores 
específicos para os diferentes estímulos (Pandol, 1990).

Portanto, a organização e controle funcional harmonioso do trato 
gastrointestinal demonstra ser um sistema complexo que funciona dentro de 

um perfeito sincronismo fisiológico entre o sistema nervoso central e sistema 

nervoso entérico. Neste circuito integrado de sistemas biológicos, há liberação 

de numerosos neurotransmissores, várias citocinas, secreções parácrinas e*  

endócrinas que ainda se apresentam como desafios para a ciência descobrir 

os seus verdadeiros papéis fisiológicos. Como se não bastasse, o sistema 
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nervoso entérico é entendido como um segundo cérebro interativo com 

controles próprios e que ainda somos incapazes relacionar o seu complexo 
comportamento, como por exemplo, a perfeita integração de sua motilidade 

com as secreções gastrointestinais e como estão relacionadas com a 
atividade individual de seus próprios neurônios (Gershon, 1999).

1.2 MECANISMOS BIOQUÍMICOS DA CONTRAÇÃO DO MÚSCULO LISO

Em condições fisiológicas, a concentração basal de cálcio no citosol 
permite que o músculo se mantenha sob moderado grau de contração, 

comumente referido como tônus basal, a partir do qual o músculo pode 
contrair ou relaxar. Este equilíbrio basal é controlado por mecanismos 

celulares intrínsecos reguladores do cálcio intracelular e modulada por 

estímulos fisiológicos neuro-hormonais excitatórios ou inibitórios. Desde que 

músculo liso possa ser induzido a contrair ou relaxar, é importante conhecer 

os mecanismos bioquímicos, as formas de acoplamento e os mais estudados 

canais iônicos envolvidos no processo de excitação-contração.

O interesse nos mecanismos bioquímicos envolvidos na contração do 
músculo liso teve grande progresso a partir da década de 1960. Desde então, 

concebeu-se a idéia de que o aumento da [Ca], seria o principal mecanismo 

regulador da contração do músculo liso, onde o cálcio livre no citosol, ligando- 

se à calmodulina, ativaria a enzima miosina quinase de cadeia leve (MLCK) 
iniciando o processo de fosforilação da molécula de miosina. Mas, somente 

em 1987, Gerthoffer descreveu pela primeira vez a relação entre a 

fosforilação e o desenvolvimento de força muscular. De fato, quando uma 
célula muscular lisa é estimulada, a concentração de cálcio no citosol varia de 

140nM para 500-700 nM (Williams & Fay, 1986).

O cálcio intracelular, além interagir diretamente com as proteínas*  

contráteis, pode ativar vários tipos de canais iônicos, como por exemplo, os 
canais de cloreto ativados pelo cálcio levando à despolarização da membrana 
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celular (Amédée et al., 1990; Pacaud et al., 1992; Akbarali & Gilies, 1993; 
Lamb etal., 1994; Greenwood & Large, 1997, 1998). Adicionalmente, estudos 

mostram que o relaxamento muscular é acompanhado pela redução na [Ca], 

(Tansey et al., 1990; D’Angelo et al., 1992) ou pela ativação de canais de 

potássio ativados pelo cálcio intracelular, hiperpolarizando a célula (Smith & 
Jones, 1985; Quayle et al., 1997). Isto mostra que, além dos mecanismos 
bioquímicos, há o envolvimento de potentes mecanismos eletrofisiológicos 
que participam diretamente da fisiologia do músculo liso. Entretanto, sabe-se 

da existência de outros mecanismos, dependentes ou não do cálcio, 
envolvidos na homeostase do músculo liso, porém a maneira mais imediata e 

eficiente de poder intervir, farmacologicamente, no processo de contração do 
músculo liso seria interferir nos mecanismos reguladores da concentração do 
cálcio intracelular.

1.2.1 A molécula de miosina

A molécula de miosina é composta de duas cadeias pesadas (HC) e 

dois pares de cadeias leves (LC). As cadeias pesadas, com aproximadamente 

230 kDa cada uma, formam uma a-hélice em forma de bastão, constituindo a 

cauda da molécula. As cadeias leves, com aproximadamente 20 kDa (LC20) e 
17 kDa (LC17), constituem cada uma das duas cabeças na mesma 

extremidade da miosina, sendo que alC20 contém o sítio de fpsforilação da 

miosina pela enzima MLCK. A miosina pode ser dividida em duas porções de 

domínios funcionais. Uma, a maior porção da extremidade da cauda, a 
meromiosina leve (LMM), representa a região de interação com as outras 
moléculas para formar o filamento de miosina. Outra, composta 

principalmente pelas cabeças e uma pequena porção intermediária com a 

cauda, a meromiosina pesada (HMM), que representam as pontes cruzadas. 

Por sua vez, a HMM pode ser subdividida em segmentos Si e S2. O primeiro/ 
as porções globulares que perfazem as cabeças propriamente ditas, contém 
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os sítios da hidrólise do ATP e ligação com a actina. O segundo, é a parte fina 

intermediária entre o corpo e as cabeças (Allen & Walsh, 1994).

ESTRUTURA MOLECULAR DA MIOSINA

Fig. 4 - Esquema ilustrativo da estrutura molecular da miosina mostrando o 
sítio de fosforilação da cadeia leve da miosina (Allen & Walsh, 1994)

1.2.2 Processo de fosforilação da'molécula de miosina e contração do 
músculo liso

O processo de fosforilação e desfosforilação da molécula de miosina 

envolve a atividade de duas enzimas principais, miosina quinase de cadeia 

leve (MLCK) e miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP), respectivamente. É 

um mecanismo eficiente que está presente em muitos processos fisiológicos 

como, por exemplo, na agregação plaquetária, na retração das células 

endoteliais, na exocitose de neurotransmissores, na migração celular, 

inclusive inicia o processo de contração do músculo liso (Kamm & Stull, 1985; 

Ikebe, et al., 1987).
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Estímulos neuronais ou hormonais elevam os níveis de cálcio no citosol 

pela entrada do cálcio extracelular via VDCC ou ROCC e pela liberação de 

cálcio dos estoques intracelulares, principalmente do retículo sarcoplasmático, 

via canais de cálcio ativados pelo IP3 e sensíveis a rianodine (Sanders & 

Publicover, 1994). Como conseqüência do aumento da [Ca]., quatro íons 
cálcio (Ca4), ligam-se e alteram a conformação da molécula de calmodulina 
(CaM), um modulador protéico encontrado em todas as células eucarióticas, 
expondo seus sítios hidrofóbicos para interagir e ativar a miosina quinase de 

cadeia leve (MLCK). Este complexo ternário, Ca4-CaM-MLCK, produz uma 
forma isomérica ativa da MLCK que catalisa a reação de transferência do 
grupo fosforil da molécula de MgATP para o resíduo de serina 19 das duas 
cadeias leves da miosina de 20 kDa (LC20). Concomitantemente a este 

processo de fosforilação da miosina, ocorre a ativação da enzima MgATPase 

dependente da actina (Ikebe et al., 1988), disparando o ciclo de pontes 

cruzadas da miosina ao longo dos filamentos de actina, com o 

desenvolvimento de força e contração do músculo liso (Barron et al., 1979; 

Dillon et al., 1981; Kamm & Stull, 1985; Tansey et al., 1990; D’Angelo et al., 
1992; Allen & Walsh, 1994; Jiang & Stephens, 1994; Murphy, 1994). À medida 
que a [Ca], diminui, ocorre dissociação do Ca-CaM da molécula de MLCK, 

esta retornando à sua forma inativa. Com a inativação da MLCK, a LC2o é 

desfosforilada pela ação da miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP), 

revertendo os efeitos funcionais da fosforilação, levando ao relaxamento 

muscular (Alessi et al., 1992; Shimizu et al., 1994; Shirazi et al., 1994). O 

tônus basal é restaurado, simultaneamente, à normalização dos níveis basais 
da [Cajj. Isto ocorre conforme o cálcio do citosol é bombeado para fora da 

célula pela bomba de cálcio ou pelo trocador sódio-cálcio, como também é 

bombeado para dentro do retículo sarcoplasmático pela bomba de cálcio, 
mecanismos estes presentes em suas respectivas membranas (Missiaen et 
al., 1992).
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1.2.3 Mecanismos alternativos reguladores da contração do músculo 
liso

Está evidente que a [Ca], seja o principal mecanismo modulador da 

contração do músculo liso, regulando os níveis de fosforilação da miosina. 
Esta é a via mais rápida e eficiente para a geração de força de contração 
muscular. Entretanto, apenas este mecanismo não é o bastante para explicar 
todo o processo fisiológico da contração. Existem mecanismos adicionais, 
dependentes ou independentes do cálcio, que realizam um papel modulador e 

que complementam a compreensão de suas propriedades contráteis. Existem 

vários exemplos de diminuição da força muscular mesmo na presença da 

LC2o fosforilada sem diminuir a [Ca]j, como é 0 caso dos efeitos 
vasorelaxantes do nitroprussiato e de altas concentrações de magnésio 

extracelular (D’Angelo et al., 1992; McDaniel et al., 1992; Barany & Barany, 

1993). Mas, 0 grau e a velocidade da força de contração desenvolvida no 

músculo liso depende de qual via de excitação seja ativada, sugerindo que 0 

aparato contrátil possui um versátil sistema modulador operado por diferentes 
vias de transdução de sinais e segundos mensageiros.

Por exemplo, as altas [Ca} diminuem a sensibilidade da MLCK ao 

cálcio. O possível mecanismo seria a ativação de uma outra proteína quinase 

II dependente de calmodulina (CaMKII) menos sensível ao cálcio do que a 

MLCK, mas que seria ativada quando a [Ca], atingisse a ordem de 1piM, um 

valor acima das condições normais de excitação, 140nM para 500-700 nM 

(Williams & Fay, 1986). Um similar complexo ativado, Ca4-CaM-MLCKII, 
fosforilaria a serina 815 e não a 19 que seria fosforilada pela MLCK, 

diminuindo a sensibilidade ao cálcio para que ocorresse a fosforilação da LC2o 

(Tansey et al., 1992). Entretanto, dados importantes de pesquisas recentes 

mostram o possível papel das mitocôndrias na regulação da concentração do, 

cálcio intracelular, sugerindo um papel citoprotetor contra elevadas 

concentrações de cálcio no citosol, acima dos limites fisiológicos (Günter et 
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al., 1994; Babcock et al., 1997; Thayer & Miller, 1990; Duchen, 1999). 

Portanto, o possível papel fisiológico da mitocôndria em relação à regulação 
da concentração do cálcio intracelular, inclusive em músculo liso, desponta 

como um assunto novo e em grande ascensão nas pesquisas científicas.

Outra via de sinalização que poderia ser ativada, envolve o ácido 

araquidônico (AA), um segundo mensageiro lipídico liberado da membrana 
celular pela hidrólise da fosfatidilcolina via ativação da proteína-G e 
fosfolipase-A2, o qual prodyz inibição da MLCP. Desde que esta enzima 
produza desfosfolização, sua inibição favorece o estado fosforilado da miosina 
e, portanto, aumento da força de contração do músculp liso sem, 

necessariamente, ocorrer alteração na "concentração do cálcio intracelular 
(Allen & Walsh, 1994).

Uma outra possibilidade seria a contração lenta induzida pelo éster do 
forbol, ativador da PKC, onde não envolve alterações na [Ca} e nem 
fosforilação da miosina (Kamm et al., 1989), embora em outras preparações 

possa ocorrer aumento da [Ca} e/ou fosforilação da LC2o (Rembold & Murphy, 
1989; Ozaki etal., 1990).

Estudos em células isoladas mostram que agonistas múscarínicos e a- 

adrenérgicos ativam um mecanismo dq contração independente do cálcio, via 

proteína G, ativação da fosfolipase C ou D, hidrólise da fosfatidilcolina com a 

produção de diacilglicerol (DG). Este, além da PKC, ativaria a proteína 

quinase C tipo epsilon (PKCe), uma isoenzima da proteína quinase C, levando 

a fosforilação de duas outras proteínas ligadas ao filamento de actina, 

calponina de 34kDa (CP) e caldesmon de 87kDa (CD), disparando o processo 

contrátil. Os ésteres do forbol, semelhantes ao DG, ativariam diretamente 

tanto a PKC quanto a PKCe (Nishizuka, 1984; Andréa & Walsh, 1992; Collins 
etal., 1992; Allen & Walsh, 1994).



46

O conhecimento da bioquímica do músculo liso também cresceu a partir 
da descoberta de pelo menos duas outras proteínas envolvidas no processo 
contrátil, calponina (CP) e caldesmon (CD) (Sobue et al., 1981; Takahashi et 

al., 1986, respectivamente), ambas ligadas a actina, calmodulina e 

tropomiosina, capazes de inibir, in vitro, a MgATPase ativada pela actina, uma 

enzima integrante no mecanismo de fosforilação da miosina (Barron et al., 

1979). A inibição da MgATPase é revertida pelo Ca-CaM e pela fosforilação, 
sugerindo que existem no músculo liso mecanismos colaterais moduladores 

da atividade contrátil envolvendo os filamentos de actina (Marston & 
Redwood, 1991; Sobue & Sellers, 1991; Winder & Walsh, 1993). Allen & 

Walsh (1994) sugeriram que a caldesmom e calponina modulam o ciclo das 

pontes cruzadas actina-miosina, ambas sendo ativadas por vias dependentes 
ou independentes do cálcio. A calponina, uma proteína específica do músculo 

liso, enquanto ligada a actina inibiría a formação de pontes cruzadas, mas ao 

ser fosforilada desligada da actina favorecería a formação das pontes 

cruzadas e a contração. Desde que a MLCK, CaM e PKC tenham diferentes 

sensibilidades ao cálcio e que CD e CP possuam duas ou três vezes menor 

afinidade do que a MLCK ao Ca-CaM, a célula poderia ativar mecanismos 
diferentes para controlar a proporção de miosina e calponina 

fosforilada/desfosforilada, alcançando com mais eficiência e precisão a 
regulação do estado contrátil do músculo liso (Pritchard & Marston, 1993; 

Allen & Walsh, 1994). De outra forma, a PKC-e poderia ativar diretamente a 

CP independentemente do cálcio e de sua fosforilação. Isto também 

dissociaria a CP da actina permitindo a formação de pontes cruzadas e 

contração. Este é um mecanismo é condizente com a resposta contrátil mais 
lenta induzida pelo éster do forbol, acima referido, que pode compartilhar um 

mecanis comum como aquele que ocorre com as PGF2a que também ativam a 

PKCs levando à ativação da CP (Kanashiro & Khalil, 1998), portantçk 

produzindo parte de sua resposta contrátil independente de cálcio.
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Portanto, as bases bioquímicas e eletrofisiológicas para as diferentes 
respostas induzidas no músculo liso não estão plenamente compreendidas. 

Entretanto, a ativação de mecanismos desencadeantes da contração ou 

relaxamento do músculo liso pode envolver eventos bioquímicos que poderão 
estar associados ou não a mecanismos elétricos que modificam o potencial de 
membrana produzindo despolarização ou hiperpolarização, levando à 
contração ou relaxamento, respectivamente.

1.2.4 Formas de acoplamento excitação-contração do músculo liso

Há mais de 100 anos notou-se que estímulos elétricos produziam 
contrações em músculo esquelético de sapo. Desde então, concebeu-se a 

idéia da existência de um componente elétrico no fenômeno de contração 

muscular. Posteriormente, estudos em músculo liso vascular, mostraram que 

a contração induzida por agonistas poderia ocorrer com menor ou maior 

despolarização da membrana, sugerindo que fenômenos elétricos e 

mecânicos estariam envolvidos na contração. Esses fenômenos são 

denominados de acoplamento eletromecânico e farmacomecânico, 
respectivamente (Somlyo & Somlyo, 1968), entendendo-se por acoplamento 

excitação-contração aos eventos elétricos e bioquímicos que induzem ao 

aumento [Ca]j, sem, contudo, considerar os mecanismos bioquímicos da 

contração propriamente dita (Sperelakiè, 1993).

1.2.4.1 Acoplamento eletromecânico

Este tipo de acoplamento é assim denominado porque a regulação da 

força de contração depende das alterações no potencial transmembrana (Em). 

Um exemplo típico é a contração induzida pelo potássio (Neild & Kotecha, 

1987; Hermsmeyer et al., 1988). Aumentando-se a concentração extracelular, 

o valor do Em é deslocado para valores mais positivos, atingindo a faixa de*  

ativação dos VDCC pelos quais haverá influxo de cálcio levando ao aumento 

na [Ca], e contração. Entretanto, existem agonistas capazes de induzir 
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contração por despolarização em músculo liso, como é o caso da 5- 
hidroxitriptamina (Neild & Kotecha, 1987), noradrenalina (Neild & Kotecha, 

1987; Nelson et al, 1988), acetilcolina (Bolton, 1972), histamina (Droogmans 

et al., 1977; Keef & Ross, 1986) e endotelina (McPherson & Angus, 1991), 

mas alguns destes podem depender mais da despolarização do que outros, 
sugerindo possuir maior dependência do influxo do cálcio extracelular para 
produzir contração. Recentemente as pesquisas em músculo liso sugerem o 

envolvimento dos canais de cloreto no mecanismo de contração induzido por 
agonistas, onde a ativação destes canais produziría despolarização da 
membrana (Hogg et al., 1994a,b; Amédée et al., 1990; Criddle et al., 1996, 

1997). Em contraste, pode haver perda de força de contração quando ocorre 
hiperpolarização pela saída de potássio. Isto significa que quando os de 

canais de potássio são ativados o valor do Em desloca para valores mais 

negativos, diminuindo a probabilidade de abertura de VDCC (Murphy & 
Brayden, 1995; Quayle etal., 1997).

1.2.4.2 Acoplamento farmacomecânico

Neste caso, a regulação da força de contração envolve a resposta 
celular diante das variações na [Ca], ou as modificações desta resposta ao 

cálcio, portanto, não depende da despolarização (Somlyo & Somlyo, 1968; 

Rembold, 1996). Por exemplo, quándo a sensibilidade das proteínas 

contráteis ao cálcio estiver alterada, a célula poderá apresentar respostas 

diferentes diante da mesma variação na [Ca], (Allen & Walsh, 1994). Desde 

que o aumento do cálcio intracelular dependa, basicamente, da sua liberação 
dos estoques intracelulares ou do influxo do cálcio extracelular, os agonistas 

contráteis, poderão desenvolver suas respostas utilizando, preferentemente, o 

cálcio intra ou extracelular. Estudo em músculo liso de fundo de estômago de 

rato sugere que carbamilcolina utiliza mais do cálcio intracelular enquanto a*  

da 5-HT e a PGF2a o extracelular para produzir suas contrações (Secrest et 

al., 1989). O interessante é que o aumento da [Ca} pode ocorrer via ativação
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direta dos canais de cálcio operados por receptores (ROCC), hipotetizados 

por Bolton em 1979, portanto, independente de alterações no Em. Estes 

canais poderíam ser os mesmos canais ativados pelo ATP, referidos por 

Benham & Tsien (1987). Além disso, outra via de acesso do cálcio 
extracelular seria através canais catiônicos não seletivos (Chen et al., 1993), 

os quais são ativados independentemente da despolarização da membrana 
celular.

Outros aspectos sobre o acoplamento farmacomecânico que devem ser 

considerados e que, certamente, influenciam na regulação da força de 
contração do músculo liso, são aqueles relacionados com a sensibilidade ao 

cálcio da LC2o da cadeia leve da "molécula de miosina, discutidos 
anteriormente. Portanto, as respostas induzidas por agonistas podem 

depender de uma ou ambas as formas de acoplamento, embora uma possa 

ser, individualmente, mais importante do que a outra para diferentes agentes 
contráteis.

1.3 MECANISMOS IÔNICOS DA FISIOLOGIA DO MÚSCULO LISO

A membrana celular comporta em sua estrutura lipoprotéica uma 

enorme diversidade de canais iônicos. A distribuição e propriedades destes 

canais variam nos diferentes tipos de músculo liso (gastrointestinal, traqueal, 

vascular) e entre os mesmos tipos de tecidos (artérias, arterfolas e veias). 
Eles podem responder diretamente às variações do potencial de membrana 
(dependentes de voltagem), às ações de hormônios e de neurotransmissores 

(operados por receptores) ou indiretamente por segundos mensageiros 
gerados por ação de agonistas (Knot et al., 1996).

1.3.1 Canais de cálcio dependentes de voltagem (VDCC)

São classificados em L, T e N, de acordo com a sua cinética dé

ativação e inativação, condutância, seletividade iônica e sensibilidade a

drogas (Spedding & Paoletti, 1992). Os do tipo-L estão presentes em várias
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células excitáveis como os neurônios, fibras cardíacas, esqueléticas e em 
músculo liso dos vasos sanguíneos, das vias aéreas e do trato 
gastrointestinal, em especial no estômago (Mitra & Morad, 1985; Katzka & 
Morad, 1989; Vogalis et al., 1992).

No músculo liso, os tipos-L são os mais abundantes e extensivamente 

estudados por exercerem um papel crucial no processo de excitação- 
contração, pois são os responéáveis pelo fluxo de cálcio para dentro da célula 
(Tsien, 1983; Hess, 1990;,. Kuriyama et al., 1998), os quais constituem a 

principal corrente iônica na geração do potencial de ação. São canais ativados 
por alta voltagem, possuindo condutância entre de 20-28pS, enquanto os do 

tipo T entre 7-15pS. São altamente seletivos ao cálcio em relação aos outros 
íons, mas na ausência de todos os cátions bivalentes, podem tornar-se 
permeáveis a íons monovalentes como o sódio (Tsien et al., 1987). A relação 

entre a ativação dos VDCC e o potencial de membrana é muito íntima. Por 

exemplo, despolarização ou hiperpolarização na ordem de 3mV aumenta ou 

diminui, sensivelmente, a probabilidade de serem ativados, respectivamente 
(Nelson et al., 1990). Em tecidos vasculares e cardíacos, sua inativação 

ocorre pela despolarização da membrana e pela concentração intracelular de 
cálcio (Kuriyama et al., 1998). Sua permeabilidade é bloqueada pelo cobalto, 

níquel, lantânio e cádmio (Tsien et al., 1987). As três principais classes de 

antagonistas dos VDCC tipo-L são: dihidropiridinas (nifedipina, nisoldipina e 

isradipine), fenilalquilaminas (verapamil) e benzotiazepinas (diltiazem).

Geralmente, o potencial de repouso da membrana de células de 
músculo liso varia de -75 a -50mV (Hirst & Edwards, 1989; Nelson et al., 

1990). Desde que o potencial de equilíbrio eletroquímico do cálcio (Ackerman 

& Clapham, 1997), esteja numa faixa bem mais positiva em relação ao Em e 

que sua concentração extracelular seja bem maior em relação ao meio 

intracelular, isto gera um forte gradiente eletroquímico (força eletroquímica) 

que tende a conduzir o cálcio para o interior da célula. Como os VDCC são 
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ativados na faixa de -60 a -40mV (Nelson et al., 1990) e o Em está valores 

mais negativos (-75 a -50mV), isto mantém os VDCC fechados, portanto, 

mantendo o cálcio extracelular, permanentemente, na iminência de entrar. 

Entretanto, sob o efeito de um agente despolarizante, quando o potencial de 
membrana atinge esta faixa de ativação dos VDCC, ocorre influxo de cálcio 
do meio extracelular para o intracelular e, conseqüentemente, aumento na 
[Ca], e contração. Este é um mecanismo básico e inerente à musculatura lisa 

sobre o qual algumas drogas inibidoras dos de canais de cálcio produzem 

seus efeitos terapêuticos, como é o caso de agentes anti-hipertensivos 
(nifedipina).

1.3.1.1 Outras vias para o influxo e regulação do cálcio intracelular

Vários agonistas produzem efeitos regulatórios mobilizando o cálcio 

intracelular e extracelular. Suas respostas podem envolver a ativação canais 

catiônicos não seletivos operados receptores como é o caso das ações 
induzidas pela noradrenalina, acetilcolina, serotonina, histamina, 
prostaglandina (Kobayashi et al., 1988; Chilvers et al., 1989; Secrest et al., 
1989; Sims, 1992; Inoue, 1995; Tosun et al., 1997). São canais moduladores 

acoplados á proteína G (Mori et al., 1999), mediados pela geração de 

segundos mensageiros, principalmente o trifosfato de inositol (Somlyo et al., 

1988) ou, ainda, pela fosforilação do canal pelas proteínas quinases A ou C 
(Tosun et al., 1998a; Kennelly & Krebs, 1991). Desde que os inibidores dos 

canais VDCC tipo-L bloqueiem, parcialmente, as respostas induzidas por 

agonistas como a noradrenalina, isto sugere o envolvimento simultâneo 
desses canais com os canais de cálcio operados por receptores (ROCC) nas 

respostas mediadas por receptores (Morei & Godfraind, 1991). Além disso, 

outros agonistas tiveram suas respostas parcialmente reduzidas por 

bloqueadores de VDCC tipo-L e/ou bloqueadores de canais catiônicos não 

seletivos (Zuccarello et al., 1996). Como informação, existem ainda no 

músculo liso os canais catiônicos não seletivos ativados por hiperpolarização 
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verificados em estômago de sapo (Hisada et al., 1991). Além do influxo de 

cálcio através VDCC tipo-L, da ativação dos ROCC e da liberação de cálcio 
dos estoques intracelulares, recentes evidências sugerem que o influxo do 

cálcio extracelular pode ocorrer por canais na membrana celular diferentes 

dos VDCC tipo-L, embora haja evidências de que as oscilações na [Ca], 

induzida pela entrada de cálcio “controlada pelos estoques intracelulares” 
estejam dissociadas da contração (Tosun et al., 1998a,b).

Atualmente, as mitocôtidrias estão sendo reconhecidas como estruturas 

fascinantes e de grande impacto nos processos fisiológicos, que, ultimamente, 
desperta grande interesse científico por guardarem muitos segredos 

biológicos ainda não desvendados (Düchen, 1999). Recentemente, muita 
atenção está voltada para o seu papel regulador sobre a [Ca], e sua relação 

com as correntes de cálcio liberado dos estoques intracelulares: “calcium 

release-activated channels”, CRAC (Gilabert & Parekh, 2000), embora 

estudos anteriores já mostrassem a existências destas correntes em músculo 

liso vascular (Xuan et al., 1992; Daniel et al., 1995; Skutella & Rüegg, 1997). 

São correntes presentes também em músculo liso não vascular, como o 

estômago de rato, onde a depleção dos estoques intracelulares pela 
tapsigargina induziu a ativação dos CRAC (Smaili et al., 1998).

1.3.2 Canais de potássio

A partir do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, tornou- 

se possível uma classificação dos canais de potássio considerando os seus 

aspectos estruturais e genéticos. São estruturas tetraméricas contendo em 
cada uma das quatro subunidades seis regiões (SrS6) de domínio 

transmembrana e são classificados em duas superfamílias. Na primeira, 

encontram-se os canais de potássio dependentes de voltagem (Kv ou 

retificadores tardios), os ativados pelo cálcio (BKCa e SKCa) e correntes “A” 

(Ka). Nesta superfamília existe a subdivisão em famílias e subfamílias Kv 
(Chandy et al., 1990; Chandy, 1991; Grissmer et al., 1994). Na segunda, 



53

estão os canais não dependentes de voltagem sensíveis ao ATP (KATP), os 

retificadores de potássio para dentro da célula (K|R), os sensíveis ao sódio 

(KNa) e aqueles sensíveis ao pH (KpH), este não identificado na musculatura 
intestinal. Possuem apenas dois domínios transmembrana, faltando Si-S4. É 
importante frisar que nesta família não existe uma sensibilidade intrínseca do 

canal à voltagem, por não possuir na molécula a região sensorial de voltagem 
(S4), mas a condutância está associada à voltagem. Suas propriedades 

retificadoras emergem quando o magnésio está presente no citosol (Kuriyama 
et a/., 1967; Nowak et a/., k1984;). Destes canais descreveremos sobre as 

implicações na fisiologia do músculo liso dos canais Kv e KCa da superfamília- 
1, Katp e K|R da superfamília-2.

De modo geral, o potencial de equilíbrio eletroquímico do potássio 

encontra-se entre -90 a -80 mV, um valor mais negativo em relação ao 

potencial de transmembrana (-75 a -50mV). Em condições fisiológicas, a 

concentração intracelular de potássio é bem maior em relação ao meio 

extracelular. Independente da forma de ativação, estes canais produzem uma 
corrente de saída de potássio, impulsionada pelos gradientes químico e 

elétrico, conduzindo o valor do potencial de equilíbrio da membrana para um 

valor próximo ao potencial de equilíbrio do potássio, portanto uma corrente 

hiperpolarizante. Entretanto, quando^ há despolarização eles assumem 

importante papel na repolarização, especialmente no sistema elétrico do 

tecido cardíaco. Este mecanismo tem extrema importância fisiológica na 
regulação do potencial de membrana, na duração do potencial de ação e no 
controle do tônus da musculatura lisa (Nelson & Quayle, 1995; Standen & 

Quayle, 1998). Há evidência de que estejam envolvidos em certos estados 

patológicos, como por exemplo na síndrome do intervalo QT longo, uma 

condição congênita responsável por arritmias cardíacas, síncopes e mortes 
súbitas (Ackerman & Clapham, 1997).
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1.3.2.1 Superfamília -1

1.3.2.1.1 Canais de potássio dependentes de voltagem (Kv)

Constitui um tipo de corrente de potássio comum a vários tecidos, 

inclusive o músculo liso vascular e não vascular. Também são conhecidos 

como retificadores tardios. São canais ativados pela despolarização, não 

dependem do cálcio e regulam o potencial de membrana em resposta aos 
estímulos despolarizantes (Nelson & Quayle, 1995). São importantes na 
repolarização da membrana, tendo um papel fisiológico fundamental no 

controle da duração do potencial de ação (Walsh & Kass, 1991). As principais 
drogas bloqueadoras são o ácido tetraetjjamônio (TEA), 4-aminopirina (4-AP) 

e toxinas de cobra e escorpião como a a-dendrotoxina e margatoxina, 

respectivamente. Mas, dependendo da concentração e do tecido, podem 

apresentar respostas diferentes (Ohya et al., 1987; Kuriyama et al., 1995). A 

4-AP parece ser o mais seletivo inibidor dos Kv em músculo liso vascular, uma 

importante droga utilizada para separar Kv dos KCa (Okabe et al., 1987; 

Robertson & Nelson, 1994). Em meio livre de cálcio, são ativados quando a 

despolarização da membrana atinge a faixa entre -30 e -20 mV, sendo 
inativados pelos maiores níveis de despolarização, isto é, operam dentro de 
uma determinada faixa de voltagem. Como o processo de inativação é mais 

lento do que o de ativação, as correntes de potássio através de Kv em 

resposta a um estímulo despolarizante, inicialmente cresce rapidamente até 

um pico em função da rápida ativação, seguida de um decaimento mais lento 

pela inativação mais lenta. Em condições fisiológicas, como por exemplo na 
manutenção do tônus basal, a corrente através destes canais depende do 

balanço entre ativação e inativação.

Muitas famílias de Kv foram clonadas e várias estão presentes nos 

diferentes tipos de músculo liso e conservam uma estrutura molecular básica 

(Jan & Jan, 1992; Pongs, 1992; Roberds et al., 1993; Overturf et al., 1994). 

Vários estudos investigam a relação da estrutura básica com as propriedades 
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dos canais (Jan & Jan, 1992). Resumidamente, cada canal é composto por 

quatro subunidades onde cada uma contém seis regiões de domínios 

transmembrana, S! - S6. Uma destas regiões de cada subunidade, isto é, a 

região S4, parece ser um importante componente do canal que funciona como 
o sensor de voltagem. Isto os diferencia dos canais não operados por 

voltagem. Entretanto, diferentes membros da família Kv são conhecidos como 
“retificadores tardios-(Kv)” e “cprrentes transitórias para fora-(KA)”, baseando- 
se na cinética de ativação e inativação desses canais. Desde que alguns 

canais respondem, diferentemente, às alterações do potencial de membrana, 
podem ser classificados de baixa ou alta condutância. Esta diversidade na 

sensibilidade à voltagem é fundamental-para o desempenho fisiológico nos 
diferentes tecidos. Muitas evidências sugerem a existência de mais de um tipo 

de Kv em músculo liso vascular, considerando as diferenças na dependência 

de voltagem para a ativação e inativação, diferença na sensibilidade aos 
inibidores e na condutância (Okabe, et al., 1987; Kirsch et al., 1991; Roberds 

etal., 1993; Overturf et al., 1994; Robertson & Nelson, 1994).

1.3.2.1.2 Canais de potássio ativados pelo cálcio intracelular (KCa)

A ativação desses canais pelo cálcio intracelular possui importante 

papel fisiológico na regulação do potencial de membrana e no controle do 

tônus miogênico em pequenas artérias (Nelson & Quayle, 1995). Entretanto, 
desde que possuam em sua molécula a região S4, são também sensíveis à 
despolarização da membrana, ou seja, à voltagem (Benham et al., 1986; 

Langton et al., 1991). São canais que conservam em suas estruturas 

moleculares outras regiões de domínio transmembrana, Sy-Sw, possivelmente 

envolvidas na sensibilidade ao cálcio. São classificados como canais de 

potássio de alta e baixa condutância, freqüentemente conhecidos como BKCa 

e SKCa, respectivamente. Os BKCa são bloqueados pelo TEA, e pelas toxinas 

de escorpião, caribdotoxiina e iberiotoxina (Brayden & Nelson, 1992; Langton 
et al., 1991), enquanto os SKCa são inibidos pela apamina, um peptídeo 
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presente no veneno de abelha. A ativação dos canais BKCa, possivelmente, é 
um mecanismo importante no controle da pressão arterial que está presente 
no músculo liso de vasos de resistência (Brayden & Nelson, 1992). Portanto, 
são alvos de muitas drogas vasoconstrictoras ou vasodilatadoras que 
modulam estes canais.

1.3.2.2 Superfamília - 2

1.3.2.2.1 Canais retificadores internos de potássio (K|R)
í

Estão presentes em vários tecidos excitáveis e não excitáveis, mas os 

estudos foram realizados, principalmente, em células de músculo liso de 
artérias cerebrais, mesentéricas e coronárias (Edwards et al., 1988; Edwards 

& Hirst, 1988; Kuriyama et al., 1995; Quayle, et al., 1996). Em músculo liso 

não vascular existe pouca informação. Farmacologicamente, são inibidos pelo 

bário em concentrações micromolares, a ferramenta adequada para as 

investigações fisiológicas destes canais (Bonev et al., 1994). Estruturalmente, 

são diferentes dos canais controlados por voltagem por não apresentam em 

suas moléculas os domínios transmembrana equivalentes às subunidades St 

e S4. Portanto, são canais independentes de voltagem, mas a sua atividade é 

uma função do potencial de membrana e da concentração extracelular do 

potássio. Foram assim denominados pelas observações em estudos com 

clampeamento de voltagem, onde o que o fluxo de potássio, através destes 

canais, era mais intenso para o dentro do que para fora da célula. Portanto, 

são ativados pela hiperpolarização da membrana, contrariamente aos canais 

Kv e KCa que são ativados pela despolarização. Estudos em arteríolas 
cerebrais de rato, reportam que a vasodilatação induzida pelo aumento do 

potássio extracelular estava relacionada com hiperpolarização da membrana 

e ativação dos K|R, pois na presença do bário a hiperpolarização foi revertida 

(Kuschinsky et al., 1972; Edwards & Hirst, 1988; McCarron & Halpern, 1990) 

Entretanto, em situações fisiológicas em que há despolarização, pode ocorrer 
o fluxo de potássio, através dos K,R para fora da célula, isto é, uma corrente 
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de potássio hiperpolarizante. Isto justifica a denominação destes canais como 

“retificadores”, pois através deles, passa mais corrente para dentro do que 

para fora da célula, ou seja, em ambos os sentidos. Portanto, a ativação 

desses canais pode ser um poderoso mecanismo regulador do potencial de 
membrana do músculo liso de vasos de resistência, podendo ser o 
responsável pela vasodilatação induzida pelo potássio extracelular, que, 
teoricamente, este aumento de potássio extracelular deveria despolarizar a 
membrana e gerar vasoconstricção (Nelson & Quayle, 1995; Quayle et al., 

1997). Mas, se estes canais estão elvolvidos em algum mecanismo de 

relevância fisiológica em músculo liso não vascular ainda não se sabe.

1.3.2.2.2 Canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP)

Os canais de potássio inibidos pelo ATP (KAtp), também conhecidos 

como sensíveis ou dependentes de ATP, foram inicialmente identificados em 

músculo cardíaco (Noma, 1983). Estudos posteriores mostram que estão 

presentes em músculo esquelético, células p do pâncreas, neurônios, fígado, 

rins, adrenais, ovário, baço, glândulas, músculo cardíaco e no músculo liso, 
inclusive do trato gastrointestinal (Bonev & Nelson, 1993; Inagaki etal., 1995). 

Possuem propriedades retificadoras similares aos K)R, e sua ativação produz 

hiperpolarização e supressão da excitabilidade celular. Dependendo do tipo 

de músculo liso vascular, a condutância dos canais KATP pode variar desde 

15-50pS (veia porta, artéria coronária, artéria mesentérica) até 130pS (artéria 

mesentérica, artéria de cauda de rato, aorta de cão), mas a relevância 
fisiológica desta variação permanece desconhecida (Criddle et al., 1994; 
Nelson & Quayle, 1995). Entretanto, sabe-se que o papel fisiológico principal 

ATP é manter baixa a probabilidade de abertura dos KATP, podendo assim ter 

influência na condutância. Se a concentração de ATP for diminuída, como nos 

casos de anoxia, esses canais serão abertos levando a hiperpolarização ç; 

conseqüentemente, haverá perda do controle do tônus vascular e 

encurtamento do potencial de ação, culminando num estado de choque.
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Desde que sejam sensíveis ao ATP, respondem às alterações no 

metabolismo celular e tornando-se alvos para uma variedade de drogas 
vasodilatadores (hiperpolarizantes) como o pinacidil, minoxidil, levcromacalina 
e vasoconstrictoras (despolarizantes) como a glibenclamida, uma substância 

hipoglicemiante, e os derivados sulfonilurea (Nelson & Quayle, 1995; Quayle 

et al., 1997). Desde algum tempo sabe-se que as drogas vasodilatadoras 

hiperpolarizam a célula e relaxam o músculo liso (Buckingham, et al., 1989; 
Wilson, 1989; Anderson, 1992; Kuriyama et al., 1995). Atualmente, registros 

eletrofisiológicos de correntês isoladas em células isoladas, mostram que 
estas drogas, clássicos abridores de KAtp, atuam diretamente nos canais. 

Além disso, a partir das clonagens e conhecimento da estrutura molecular dos 
canais de KAtp, ficou mais convincente a idéia de que estes canais pudessem, 

de fato, ser abertos por estas drogas (Ashford et al., 1994; Inagaki et al., 

1995). Embora os abridores de KATP não tenham efeitos inibitórios diretos 

sobre os VDCC tipo-L, a supressão na geração de potencial de ação e sobre 

as ondas lentas em músculo liso, deve-se aos efeitos indiretos conseqüentes 
da hiperpolarização da membrana (Okabe et al., 1990). Entretanto, uma 

informação de interesse reportada por Helevinsky et al. (1994) é que os 

abridores de KATP seriam potentes inibidores dos canais de cloreto em 

músculo liso vascular, hiperpolarizando a membrana. Finalmente, 
semelhantemente aos outros tipos de canais de potássio, sabe-se que a 

principal função dos KATP está na regulação do potencial de membrana, 

operando numa baixa faixa de probabilidade de serem aberto em presença de 

concentrações fisiológicas de ATP (Nelson & Quayle, 1995).

1.3.3 Canais de Cloreto

1.3.3.1 Acúmulo intracelular de cloreto

A partir do advento da técnica “double-barrelled Cl-sensitivéz 

microeletrodo” (Aickin, 1981; Aickin & Vermue, 1983), tomou-se possível 

estimar a concentração e a atividade de cloreto intracelular. Diferentemente 
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de outros tecidos como o nervoso, o esquelético e o cardíaco, a célula de 

músculo liso acumula íons cloreto em concentrações acima de seu esperado 
equilíbrio passivo. Por exemplo, em artéria femoral de rato a concentração 
intracelular de íons cloreto é 43,8 mM, mas no equilíbrio do cloreto esta 
concentração cai para 15,3 mM (Davis, 1992), indicando que houve saída de 

cloreto. Isto sugere a existência de mecanismos que sustentam o nível da 
concentração basal intracelular de cloreto acima do seu valor de equilíbrio 
com possíveis implicações fisiológicas. O mesmo ocorre com outros tipos de 

músculo liso como ureter (Aickin & Vermue, 1983), vaso deferente de cobaio 

(Aickin & Brading, 1982) e em artérias umbilical e placentária de humanos 
(Davis et al., 2000). Recentemente, um artigo de revisão, sobre o papel 

funcional dos canais de cloreto, enfoca a importância da concentração 

intracelular de cloreto, de sua condutância e da influência no potencial de 

membrana na contratilidade do músculo liso vascular (Kitamura & Yamazaki, 

2001). Entretanto, em músculo liso não vascular existe pouca informação. 

Além disso, estudos com a bumetanida ou furosemida, inibidores do 

contransportador Na+-K+-2CI’ e com DIDS, inibidor do trocador CI7HCO3', 
mostram que estas drogas causam diminuição na concentração intracelular 

de cloreto levando a hiperpolarização e relaxamento da célula (Kreye et al., 

1981; Davis, 1992, 1996), sugerindo indícios de que o cloreto intracelular 

esteja envolvido na contratilidade do rfiúsculo liso. Embora haja considerável 

variação nos diferentes tipos de músculo liso, atualmente existem três 

mecanismos iônicos que operam para o acúmulo de cloreto intracelular em 
músculo liso (Chipperfield & Harper, 2000), dos quais os dois primeiros são 
bem conhecidos:

1) - Troca cloreto/bicarbonato (CI7HCO3 ) (Aickin & Brading, 1984);

2) - Cotransporte sódio/potássio/cloreto (Na+/K+/2Cr) (Russell, 2000);

3) - “Pump III”, um novo mecanismo (Davis, 1992; Chipperfield et al., 1993; 
Chipperfield & Harper, 2000; Davis etal., 2000).
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1.3.3.1.1 Trocador de cloreto-bicarbonato (CI/HCO3)

Há fortes evidências de que o trocador CI7HCO3‘ participe do acúmulo 
de cloreto intracelular. Estudos de Aickin & Vermue (1983) e Aickin & Brading 
(1984) em ureter e vaso deferente de cobaio, respectivamente, utilizando a 

técnica de “double-barrelled microelectrodes” preconizada por Aickin (1981), 

avaliaram a recuperação da atividade do cloreto intracelular à medida que a 

concentração de cloreto extracelular fosse restaurada. Eles observaram que a 
recuperação da atividade dç cloreto intracelular era mais lenta em meio isento 
de CO2/HCO3’ e que se tornava ainda mais lenta na presença de DIDS, um 
inibidor do trocador CI7HCO3‘ em outros sistemas (Hoffmann & Simonsen, 

1989). Removendo-se 0 cloreto extracelular, a atividade do cloreto intracelular 

foi inibida e 0 pH intracelular aumentou, mas diminuiu rapidamente quando o 

cloreto extracelular foi reposto (Aickin & Brading, 1984). Na presença de 

DIDS, o pH intracelular não diminuiu, para os valores normais após ter sido 

aumentado pelo meio isento de cloro. Desde que, em meio zero cloreto, haja 

uma perda de íons cloreto para q meio extracelular, estas informações 
sugerem uma forte evidência de que q HCO3’ entra na célula em troca pelo 

cloreto, um mecanismo que eleva 0 pH intracelular (Aickin & Brading, 1984). 

Posteriormente, estudos para a investigação da regulação do pH intracelular, 
confirmaram que a remoção do cloreto extracelular, na ausência de HCO3' ou 

100qM de DIDS, não teve efeito sobre a pH intracelular (Korbmacher et al., 

1988). Estes experimentos mostram a importante característica do trocador 

CI7HCO3‘ : reversibilidade, isto é, pode operar dirigindo o cloreto para dentro 
ou para fora da célula (Aickin & Brading, 1984).

1.3.3.1.2 Cotransporte Na+/K+/2Cr

Este tipo de cotransporte foi originalmente descoberto em células de 

Ehrlich por Geck et al. (1980) onde observou que este sistema de transporte 

iônico era sensível a furosemida, um diurético de alça, e resistente à 

ouabaína, um inibidor da bomba Na+-K+ ATPase. Sob os efeitos inibitórios da 
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furosemida, houve diminuição na concentração do cloreto intracelular, 

hiperpolarização e realxamento (Kreye et al., 1981), dando os primeiros 

indícios da possível conexão fisiológica deste sistema com o acúmulo de 

cloreto intracelular, potencial de membrana e contratilidade do músculo liso. 
Estudos posteriores, mostraram que o mecanismo de inibição pela ouabaína e 
pela bumetanida, análogo da furosemida, são independentes, mas o 
mecanismo sensível a bumetanida foi completamente dependente do Na+ e 
Cl’ (Owen, 1984). Embora éstes estudos não dirigissem a idéia para o 

acúmulo de cloreto intracelular pelo cotransporte Na+/K+/2Cr, os estudos de 
Gerstheimer et al. (1987), em aorta de coelhos, mostram claramente que a 

furosemida reduz a concentração de cloreto intracelular de 32,6 para 13,5 
mM, sugerindo o envolvimento deste sistema de transporte e acúmulo 
intracelular de cloreto, neste tecido. Em contraste, em canal deferente de 

cobaio, este acúmulo ocorre principalmente pelo trocador CI7HCO3' (Aickin & 

Brading, 1984) e em menor proporção pelo cotransporte Na+/K+/2CI' (Aickin & 

Brading, 1990). De fato, os estudos mostram efeitos aditivos na utilização 
simultaneamente DIDS e bumetanida, isto é, o acúmulo de cloreto intracelular 
é reduzido mais do que cada um dos bloqueadores separadamente, indicando 

o envolvimento dos dois sistemas iônicos no acúmulo intracelular de cloreto 
(Davis, 1992).

1.3.3.1.3 “Bomba III”

Desde que, em músculo liso, o acúmulo de cloreto intracelular seja 
acima de seu equilíbrio e que o trocador CI7HCO3’ e o cotransporte Na+K+2CI‘ 
tenham participação importante neste processo, mesmo bloqueando estes 

dois sistemas com, DIDS e bumetanida, a concentração de cloreto ainda 

permanece acima de seu equilíbrio de distribuição (Davis, 1992). Este foi o 

primeiro sinal de que haveria um terceiro sistema envolvido no acúmulo 

intracelular de cloreto, denominado de “bomba III”.
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Originalmente, a idéia da existência da “bomba III” surgiu durante os 
estudos sobre o cotransporte Na7K+/2Cr em artéria femoral de rato (Davis et 
al., 1993). A demonstração de sua existência veio com o trabalho de 
Chipperfield et al. (1993) em músculo liso arterial de rato. Mesmo bloqueando 

o cotransportador Na+/K+/2Cr e o trocador CI7HCO3‘ e, ainda, inibindo a 

corrente de saída de cloreto com o NPPB, persistiu uma concentração 

residual de cloreto intracelular acima de seu equilíbrio, que foi completamente 
abolida por 1mM de acetazolamida, um clássico inibidor da enzima anidrase 
carbônica. Desde que esta enzima não esteja presente em músculo liso 
vascular (Gerstheimer et al., 1987), isto sugere a acetazolamida (1mM) exerce 

seu efeito sobre a “bomba III”, embora não possa ser considerado um efeito 
específico pela alta concentração utilizada (Davis, 1996; Chipperfield et al., 

1997). A “bomba III” não é inibida pela bumetamida, metolazone e DIDS, isto 

a diferencia dos co-transportes Na+K+CI' e Na+CI' e do trocador CI7HCO3‘, 

respectivamente. Além disso não é afetado pela remoção do Na+ ou HCO3' 

(Chipperfield & Harper, 2000). Desde que a ‘bomba III’ seja inibida pelo ácido 

etacrínico e N-etilmaleimida (Davis, 1996), inibidores de ATPases, isto apóia a 

especulação de que esta bomba seja um processo ativo dependente de ATP 

(Chipperfield et al., 1993). Como não existem evidências de um mecanismo 

de transporte de cloreto dependente de ATP na membrana plasmática de 
músculo liso, a existência da “bomba III”, que tende a ser um processo ativo, 
deve ser visto com cautela, mas, certamente, um mecanismo ainda não 

conhecido está presente. Estudos mostram que a “bomba III” está presente 

em tecidos humanos como artérias umbilical e placentária e células 

ventriculares cardíacas (Chipperfield et al., 1997; Davis et al., 2000). Nos três 

casos, o comportamento farmacológico é idêntico ao que se observa em 

músculo liso arterial de rato. Sua ocorrência em outros tipos de tecidos 
precisa ser investigada. Enquanto o co-transporte Na7K+/2Cr e o trocador 

CI /HCO3‘ pareçam ser universais, o mesmo não pode ser dito para a “bomba 

III”, porque os efeitos da acetazolamida dependem do tipo de tecido, como é o 
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caso de seu baixo efeito em canal deferente de cobaio (Aickin & Brading, 
1984).

1.3.3.2 Canais de cloreto ativados pelo cálcio (CI(Ca))

Várias evidências sugerem que o aumento da concentração intracelular 
de cálcio ([Ca++]j) seja uma condição primordial para a ativação dos canais de 
cloreto ativados pelo cálcio (ICI^Ca))- Em músculo liso, dependendo da espécie 
e do tipo de tecido, o nível basal da [Ca++]j se estabelece entre 40 e 140 nM. 
Estímulos funcionais, neuronais ou hormonais, elevam a [Ca++]i de 140 para 

500-700 nM (Williams & Fay, 1986). Reduzindo esta concentração para 

índices inferiores a 10nM a atividade dos canais de cloreto fica 

completamente abolida, indicando que o limiar da [Ca], para a ativação dos 

ICI(ca) deve ser superior a 10nM (Klõckner, 1993). Assim, muitas substâncias 

como a acetilcolina, noradrenalina, serotonina, histamina, cafeína, 

angiotensina-ll e outros que, conhecidamente, aumentam a [Ca}, no músculo 

liso induzem ICI(ca) levando à contração (Pacaud, et al., 1989a,b, 1992; 

Amédée et al., 1990; Ohta etal., 1993; Klõckner, 1993; Janssen, 1996; Liu & 
Farley, 1996; Guibert et al., 1997; Wang & Kotlikoff, 2000). Isto sugere que os 

neurotransmissores liberados do sistema nervoso autônomo (SNA) e outras 

substâncias biologicamente ativas, provenientes da circulação ou liberadas 

localmente, possuem em comum a átivação das ICI(Ca) para produzir seus 
efeitos.

Inicialmente as investigações referentes as ICI(Ca) foram desenvolvidas 
em bastonetes de retina de salamandra (Bader et al., 1982) e em oocitos de 
Xenopus laevis (Miledi, 1982; Barish, 1983). Posteriormente, estudos mais 

detalhados em células de glândula lacrimal de rato, caracterizaram 

claramente as ICI(Ca) mostrando que um mecanismo fisiológico, envolvendo a 

condutância de cloreto, teria implicação no processo secretório (Marty et aK, 

1984; Evans etal., 1986; Evans & Marty, 1986).
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Em músculo liso, os primeiros registros sobre as ICI(Ca) foram realizados 
em células isoladas de músculo anococcígeo de rato, um tipo de tecido rico 

em a-adrenorreceptor. Esses estudos mostraram que a noradrenalina induzia 

uma corrente despolarizante, onde potencial de reversão desta corrente era 

sensível ao gradiente de cloreto e próximo ao seu potencial de equilíbrio. 

Desde que a noradrenalina induza o aumento [Ca++]i e ative uma condutância 

de cloreto, nos experimentos realizados com a remoção do cálcio extracelular, 
a resposta induzida pela noradrenalina foi gradativamente reduzida, 
provavelmente pelo esgotamento do cálcio intracelular. Analisando esses três 
eventos conjuntamente, isto é, a sensibilidade ao gradiente de cloreto, o 

potencial de reversão próximo ao potencial de equilíbrio do cloreto e a 

redução da resposta frente à variação do cálcio intracelular, levaram à 

conclusão de que a corrente induzida pela noradrenalina seria de cloreto e 

ativada pelo cálcio (ICI(Ca)). Essas informações deram suporte para a 
formulação da hipótese de que o cálcio liberado dos estoques intracelulares 

ativaria os canais de cloreto atuando na superfície interna da membrana 

(Byme & Large, 1987a,b), um sítio de ação no canal de cloreto onde, 

possivelmente, estaria agindo o ácido niflúmico, o mais seletivo bloqueador 

conhecido das ICI(Ca) (Greenwood & Large, 1995). Entretanto, existe uma 
suposição de que, entre o cálcio e a ativação dos canais de cloreto, poderia 
haver uma substância intermediária proveniente do citosol que participasse 

deste processo de ativação das ICI(Ca). Se isto for verdade, as ICI(Ca) não 

teriam um mecanismo de ativação estritamente realizado pelo cálcio (Large & 
Wang, 1996).

Embora muitas pesquisas em células isoladas mostrassem uma íntima 

relação entre o aumento da [Ca++]j induzido por agonistas e a ativação das 

ICI(ca), as medidas de cálcio intracelular tomaram-se viáveis com o trabalho de 
Ridgeway & Ashley (1967). Eles injetaram em fibras musculares uma proteíha 

fluorescente marcadora do cálcio, aequorin. A partir dos anos 80 foram 

produzidos vários outros indicadores químicos fluorescentes para estimar o
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teor de cálcio intracelular. Inclusive, houve também o advento do método 

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) que permite a análise temporal 

e espacial das flutuações da [Ca++]j a níveis sub-celulares (Tsien, 1980, 1981; 
Tsien et al., 1982; Grynkiewicz et al., 1985; Williams et al., 1985; Minta et al., 
1989). Mais recentemente, esta técnica evoluiu da microscopia monofocal 
para a multifocal (Berridge, 1997). Quase que contemporaneamente, a 
poderosa técnica de patch-clamp foi introduzida por Neher & Sakmann (1976) 
e Hamill et al. (1981), permitindo o estudo isolado de correntes iônicas 

transmenbrana, recurso este que deu condições para Benham & Bolton 

(1986), utilizando esta técnica, publicar os primeiros registros elétricos em 

músculo liso visceral e vascular. Consequentemente, a hipótese original sobre 

a ativação da condutância de cloreto pelo cálcio intracelular ficou mais clara e 

convincente pelo uso conjunto dessas poderosas técnicas. Entretanto, se 

existe ou não o envolvimento de alguma substância mediadora entre o cálcio 

e a ativação dos canais de cloreto permanece desconhecido, isto ainda é 

mera especulação.

Portanto, uma busca fundamental das pesquisas em músculo liso é a 

elucidação do papel fisiológico das ICI(Ca) nos mecanismos ativados pela 
estimulação farmacológica de receptores, e, principalmente, descobrir outros 

alvos para o desenvolvimento de novas drogas, terapeuticamente, mais 
eficientes.

1.3.3.2.1 Farmacologia e fisiologia dos canais de cloreto ativados pelo 

cálcio intracelular (CICa)

Embora exista uma distribuição, intra e extracelular, moderadamente 

uniforme para os íons K+, Na+ e Ca++ em células de tecidos excitáveis, os íons 

cloreto apresentam grande variação nas concentrações intracelulares em 

diferentes tipos de células com importantes implicações fisiológicas. Pór 

exemplo, no tecido nervoso cerebral e espinhal, a ativação dos canais de 
cloreto operados por ligantes como o GABA e glicina, respectivamente, 
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produzem uma resposta inibitória. A explicação para isto é que nos neurônios 
a [CIJí sendo mais baixa do que aquela esperada de sua distribuição passiva, 
a abertura dos canais leva a entrada de cloreto para o meio intracelular. 

Assim, desde que o ECi esteja próximo ou mais negativo em relação ao Em, 
duas conseqüências imediatas ocorrem pela entrada do cloreto. Primeiro, se o 

ECi tiver um valor semelhante ao Em a entrada do cloreto levará a 
estabilização da membrana do neurônio. Segundo, se o ECi for mais negativo 
do que o Em levará a hiperpolarização da membrana. Isto significa que, no 

tecido neuronal, ambas as situações operam contrariamente á excitabilidade, 

isto é, inibe a despolarização produzindo efeitos inibitórios no SNC.

No músculo liso a distribuição de cloreto é completamente diferente, 
onde vários mecanismos operam para o acúmulo intracelular de cloreto acima 

dos níveis de distribuição passiva (Chipperfield & Harper, 2000). 

Experimentos mostram que a [Cl], varia de 39 a 107mM (Casteels, 1971; 

Aickin & Brading, 1983, 1984; Koncz & Daugirdas, 1994) e que, em condições 

fisiológicas, o ECi se estabelece entre -20 a -30 mV (Aickin & Brading, 1982; 

Aickin & Vermue, 1983), podendo chegar a -6 mV, um valor bem mais 
positivo do que o potencial de repouso da membrana (-75 A -50mV) (Hirst & 
Edwards, 1989; Nelson et al., 1990). Portanto, contrário ao influxo de cloreto 

que ocorre nos neurônios, a abertura dos canais de cloreto produz uma 

corrente de cloreto para fora da célula, induzindo a despolarização da 

membrana celular. Este mecanismo parece estar, fisiologicamente, envolvido 

nas respostas induzidas por vários neurotransmissores e outras substâncias 
biologicamente ativas, como por exemplo, na contração induzida pela 
noradrenalina em leito mesentérico vascular (Van Helden, 1988), em canal 

deferente (Aickin & Brading, 1982) de cobaios e em aorta e leito mesentérico 

de rato (Criddle et al., 1996, 1997). Um recente e valioso estudo enfoca, 

detalhadamente, as propriedades e o papel fisiológico das ICI(Ca) em músculo 
liso vascular (Large & Wang, 1996), entretanto em músculo liso não vascular 

existem poucas informações quanto ao seu possível papel fisiológico, mas 
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alguns trabalhos já mostram que o ácido niflúmico, um potente bloqueador 

das ICI(ca) inibe as contrações induzidas pela 5-HT em traquéia isolada de rato 
(Teixeira et al., 2000) e inibiu tanto a despolarização quanto a contração 
induzidas por agonistas de receptores da taquicinina em músculo 
longitudinal de cólon proximal de coelho (Patacchini et al., 1996), sugerindo 

um possível papel fisiológico em tecidos não vasculares.

Considerando as inúmeras correntes iônicas presentes na membrana 
celular e que algumas delas sejam inibidas seletivamente por agentes 

farmacológicos, a utilização de bloqueadores de canais iônicos é uma 
ferramenta valiosa na identificação de uma individual condutância e ajuda na 
investigação de suas possíveis implicações fisiopatológicas. Dentre os vários 

bloqueadores de canais de cloreto, podemos citar os mais conhecidos e, no 

tópico seguinte, apresentamos as respectivas estruturas químicas dos 

compostos mais comumente utilizados .

Fenamatos: NFA (ácido niflúmico); MFA (ácido mefenâmico); FFA 

(ácido flufenâmico); TFA (ácido tolfenâmico) e derivados DPC (difenilamina-2- 

carboxilato): DCDPC (ácido 3’,5-diclorodifenilamina-2-carboxílico); MDPC 

(ácido 4’-metildifenilamina-2-carboxílico).
♦

Derivados stilbenos dissulfonados: DIDS (ácido 4,4- 

diisotiocianatostilbeno-2,2’-dissulfônico); SITS (ácido 4-acetamido-4’- 
isotiocianatostilbeno-2,2’-dissulfônico); DNDS (ácido 4,4’-dinitrostilbeno-2,2’- 

dissulfônico); DADS (ácido 4,4’-diaminostilbeno-2,2’-dissulfônico).

Outros compostos: NPPB (ácido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) 

benzóico); Antiestrogênios: tamoxifeno (TAM); diuréticos de alça: furosemide, 

bumetanida; IAA-94 (ácido indaniloxiaético-94); A-9-C (ácido antraceno-9- 

carboxílico).
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Muitas drogas ativadoras ou inibidoras de correntes iônicas possuem 
grande seletividade, mas uma característica comum para muitos dos 
inibidores de canais de cloreto é o baixo grau de seletividade. Os derivados 

stilbenos como o DIDS e o SITS são potentes inibidores irreversíveis tanto de 

sistemas de transporte aniônicos (Knauf & Rothstein, 1971) quanto de canais 

aniônicos (Inoue, 1985) e que podem interagir covalentemente modificando a 
condutância dos canais de potássio (Inoue, 1986). Além de inibir as ICI(Ca), o 
DIDS inibe o trocador catiônico Na+/Ca++ (Trafford et al., 1998). Estudo 

comparando os efeitos de blçqueadores como DIDS, SITS e A-9-C mostra os 

seus efeitos inibitórios sobre as correntes espontâneas de cloreto e potássio 

ativadas pelo cálcio, STICs e STOCs, respectivamente (Hogg et al., 1994b). 

Mais recente, estudo envolvendo vários derivados stilbenos (DIDS, SITS, 

DADS e DNDS) mostra atividades inibitórias sobre as correntes de potássio 

(lK) inibidas pelo ATP em miócitos ventriculares de cobaios, destes os efeitos 

do DIDS e SITS foram irreversíveis (Fukurawa et al., 1993), isto contribui para 

aumentar a excitabilidade celular. Em contraste, o DIDS, também utilizado 
como inibidor do trocador CI7HCO3 (Hoffmann & Simonsen, 1989), e os 

fenamatos (NFA, MFA e FFA) regulam positivamente as correntes de potássio 
em Xenopus oocitos (Busch et al., 1994). Estudo comparativo mostra que 

DCDPC e o ácido tolfenâmico (TFA) inibiram as ICI(Ca) com potências 
similares ao ácido niflúmico, mas4 ativaram correntes de potássio em 

concentrações inferiores ao NFA, sugerindo serem menos seletivos do ácido 

niflúmico para ICI(Ca) (Greenwood & Large, 1997). Vários trabalhos mostram 

que os fenamatos (NFA, MFA e FFA) inibem as ICI(Ca) e ativam BK(Ca) em 
células isoladas de veia porta de coelhos (Greenwood & Large, 1995) e 
potencializam tanto as lK em células isoladas de musculatura circular de íleo 

de cães (Farrugia et al., 1993) quanto as BK(Ca) em músculo liso vascular de 

artéria coronária (Ottolia & Toro, 1994). Como conseqüência de tantos efeito^ 

indesejados das atuais drogas bloqueadoras de canais de cloreto, os estudos 

funcionais das ICI(Ca) precisam de controles adequados para excluir estes 
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possíveis efeitos sobre os canais de potássio. Além desses efeitos, as 

correntes catiônicas não seletivas também são inibidas pelos FFA, DCDPC e 
NPPB em vasos cerebrais de ratos (Popp et al., 1993), pelos DCDPC e FFA 
em íleo de cobaios (Chen et al., 1993) e pelos fenamatos (NFA, MFA e FFA) 
em células de pâncreas de rato (Gõgelein et al, 1990). O NPPB, um dos mais 

novos bloqueadores das ICI(Ca), mostra efeitos inibitórios em músculo liso 
longitudinal gastrointestinal (Kollbel et al., 1998) e em oocitos de Xenopus 

laevis (Wu & Hamill, 1992). Entretanto, estudo em células isoladas de veia 

porta de rato mostra que o NPPB além de inibir as ICI(Ca) induzidas por 

agonistas, inibiu as IBK(Ca), STOCs, VDCC e ativou lK sensível a 
glibenclamida, sugerindo que os efeitos do NPPB ocorrem pela inibição sobre 
os estoques intracelulares de cálcio (Kirkup et al., 1996a). Estudos apoiam os 

efeitos intracelulares do NPPB e IAA-94, os quais inibem a recaptação de 

cálcio pelo retículo sarcoplasmático que pode repercutir nos seus efeitos 

adversos sobre várias condutâncias envolvendo o cálcio. Este efeito não foi 
observado com o ácido niflúmico e DNDS em músculo liso de estômago de 
coelhos. Entretanto, nesta mesma pesquisa, os efeitos inibitórios do IAA-94 e 

NPPB não ocorreram em células de tecido cardíaco (Pollock et al., 1998), 

sugerindo o envolvimento de diferentes condutâncias de cloreto entre as 

células musculares lisas e cardíacas. O A-9-C parece ser um potente
4

bloqueador de canais de cloreto em músculo esquelético (Palade & Barchi, 
1977), mas possui baixa afinidade para as ICI(Ca). Isto sugere que o A-9-C não 

deva ser uma droga de escolha para as investigações envolvendo as ICI(Ca) 
em músculo liso.

Estudo em veia porta de coelhos mostra que muitos dos clássicos 

inibidores de canais de cloreto como DIDS, SITS e A-9-C, precisam de 
concentrações acima de 10’4M para inibir as ICI(Ca) (Hogg et al., 1994b),; 

concentrações que, geralmente, são suficientes influenciar outras 

condutâncias. Entretanto, uma droga antinflamatória não esteroidal do grupo 

dos fenamatos, o ácido niflúmico, reduz a amplitude das ICI(Ca) em 
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concentrações micromolares (Pacaud et al., 1989a; White & Aylwin, 1990; 
Jamssen & Sims, 1992; Akbarali & Giles, 1993; Hogg et al., 1994a; Lamb et 
al., 1994). Investigações eletrofisiológicas mostram que o NFA inibe as ICI(Ca) 

em concentrações (IC50 = 5pM) bem inferiores àquelas necessárias para inibir 

correntes de potássio (>200pM) em músculo liso de veia porta de coelhos 

(Hoog et al., 1994b; Greenwood & Large, 1995) e o NFA foi o menos potente 
dos fenamatos (NFA, MFA e FFA) em inibir correntes catiônicas em células de 
pâncreas de rato (Gõgelein et al., 1990). Além disso, o NFA não inibe a 
recaptação do cálcio pelos estoques intracelulares (Pollock et al., 1998) e não 

inibiu as contrações induzidas por 60mM e 25mM de KCI, em aorta de rato, 

sugerindo não ter efeitos sobre os VDCC e nem sobre canais de potássio, 
respectivamente (Criddle et al., 1996). Portanto, o ácido niflúmico, em baixas 

concentrações, apresenta grande seletividade em inibir as ICI(Ca), o que o 

diferencia dos demais bloqueadores de canais de cloreto, justificando ser a 

principal ferramenta farmacológica para o estudo funcional das ICI(Ca)-

1.3.3.2.2 Estruturas dos principais compostos químicos bloqueadores 

dos canais de cloreto

ÁCIDO NIFLÚMICO (NFA)
(ácido 2-[3-(trifluorometil)-anilino]nicotínico)
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SITS
f) (ÁCIDO STILBENO 4-ACETAMIDO-4’-ISOTIOCIANO-2,2’-DISULFÔNICO)

HO2S

g)
DIDS

(ÁCIDO 4,4’-DIISOTIOCIANOSTILBENE-2,2’-DISSULFÔNICO)

NPPB
h) (ÁCIDO 5-NITRO-2-(3-FENILPROPILAMINO) BENZÓICO)

Fig- 5(a-i) - Fórmulas estruturais planas dos principais compostos químicos

bloqueadores dos canais de cloreto
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1.3.3.3 Canais de cloreto ativados pelo volume celular (CIswell)

O volume celular é frequentemente desafiado pelas alterações na 
osmolalidade intra ou extracelular. Para manter o volume constante, a célula 

desenvolveu vários mecanismos reguladores que dissipam o gradiente 
osmótico fazendo com que a água fique efetivamente em equilíbrio 

termodinâmico através da membrana celular. Com algumas exceções, como é 
o caso das células da medula renal (Lise & Rouffinac, 1985), o transporte 

iônico transmembrana é o meio mais rápido e eficiente para a célula alcançar 
e manter o equilíbrio osmótico, isto é, manter constante osmolalidade intra e 

extracelular. Desde que a membrana celular seja altamente permeável a 

água, qualquer alteração neste equilíbrio osmótico induz rapidamente o fluxo 

de água para o meio mais concentrado e o equilíbrio é restaurado. Como a 

membrana é altamente complacente, o fluxo passivo de água aumenta ou 

reduz o seu volume. As alterações no volume ativam mecanismos 
metabólicos e de transporte transmembrana que resultam na perda ou ganho 

de osmolitos pela célula. Conseqüentemente, água fluirá passivamente para 

restaurar o seu volume celular original. Quando a célula perde soluto para 

induzir a saída de água e redução no seu volume, denomina-se de 

“Diminuição de Volume Regulatório” (Regulatory Volume Decrease - RVD) 

caso contrário de “Aumento de Volume Regulatório” (Regulatory Volume 
Increase - RVI).

Nos últimos 20 anos, principalmente a partir dos anos 90, a regulação 

do volume celular tem sido um assunto extensivamente pesquisado (McCarty 
& O’Neil, 1992; Lang et al., 1993; Lambert & Hoffmann, 1993; Hoffamann & 

Dunham, 1995; Nilius et al., 1996; Strange et al., 1996). Estes trabalhos 

mostram o envolvimento de múltiplos processos fisiológicos no controle do 

volume celular, mas a contribuição individual de cada um ainda não está 

completamente esclarecida. Fortes evidências sugerem que a ativação de 

canais iônicos seria o primeiro evento durante a RVD. Após um súbito 
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aumento do volume celular, havería uma co-ativação de canais de K+ e Cf 
levando ao efluxo de KCI e conseqüente redução do volume celular pela 
perda osmolitos e saída de água (Banderali & Roy, 1992; Christensen & 

Hoffmann, 1992; Nilius etal., 1995).

Até recentemente, eram escassas as informações sobre outras 

condutâncias de cloreto além das ICI(Ca), mas um estudo funcional em artérias 
cerebrais de rato sugere a presença de uma outra condutância de cloreto 
diferente das ICI(Ca) que contribui para o tônus miogênico (Nelson et al., 1997). 

Estudos subseqüentes, em artérias pulmonar e renal de cães, identificaram 
uma corrente de cloreto modulada pelo volume celular (Yamazaki et al., 

1998), postulando-se que a atividade desta corrente pudesse ser responsável 
pela resposta miogênica. Contemporaneamente, um estudo em células 

isoladas de músculo liso de veia porta de rato descreveu as características 

eletrofisiológicas das correntes de cloreto ativadas pelo volume celular, 

denominadas por Iswell, demonstrando possuir propriedades farmacológicas 

próprias (Greenwood & Large, 1998) e diferentes das já conhecidas e bem 
caracterizadas ICI(Ca) presentes em músculo liso (Large & Wang, 1996). 

Recentemente, um trabalho funcional e molecular realizado em cultura de 
células endoteliais de cérebros de ratos, mostra que a corrente de cloreto 

ativada pela hipotonicidade foi inibida4 por baixa concentraçõe de tamoxifeno 

(10pM) e por 100pM de DIDS e NPPB. Além disso, as propriedades biofísicas 

e farmacológicas desses canais mostram forte similaridade com os clones de 

canais de cloreto tipo CLC-3 (Von Weikersthal et al., 1999), como também 
foram descritos em outros tecidos (Kawasaki etal., 1994; Duan etal., 1997).

As evidências sugerem que as Iswell tenham um perfil farmacológico 

distinto das ICI(Ca). O ácido niflúmico, um clássico inibidor das ICI(Ca) em 

músculo liso, com IC5o =2-5pM (Hogg et al., 1994a), não inibiu as Iswell erti 

concentrações inferiores a 100pM, mas foram inibidas por DIDS e tamoxifeno 

em concentrações bem inferiores, em tecido vascular de veia porta de rato 
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(Greenwood & Large, 1998). Desde que o 17p-estradiol não interferiu na 

resposta inibitória do tamoxifeno, um potente inibidor das Iswell em vários 
tipos de células (Okada, 1997), isto sugere que o seu efeito inibitório sobre as 

Iswell foi por um mecanismo independente de seu efeito agonista parcial 
sobre os receptores estrogênicos (Greenwood & Large, 1998). Outros estudos 

mostram a falta de efeito inibitório do ácido niflúmico sobre o tônus miogênico 
em artérias cerebrais pressurizadas de rato, mas que foram sensíveis ao 
DIDS e IAA-94 (ácido indaniloxalacético 94) (Nelson etal., 1997). Entretanto, 

em miócitos gástricos de cobaios parece que o ácido niflúmico é mais potente 
do que o DIDS em inibir as correntes de cloreto sensíveis ao volume (Xu et 

al., 1997). Estes dados experimentais sugerem que as Iswell possuem um 

perfil farmacológico bem distinto das,ICI(Ca)( sugerindo que a sua modulação 

farmacológica precisa ser esclarecida. Há poucos estudos investigando a 

presença desta condutância em músculo liso e sua possível importância 
funcionai na regulação da contratilidade.

1.3.3.4 A família CLC de canais de cloreto e suas implicações genéticas 
nas doenças

A família CLC é composta de no mínimo nove diferentes tipos de canais 

de cloreto em mamíferos CLC-1, CIC-2, CIC-3, CIC-4, CIC-5, CIC-6, CIC-7,
4

CIC-Ka e CIC-Kb, os quais são codificados pelos genes CLCN1-7, CLCNKa e 
CLCNKb, respectivamente. Esses genes também estão presente em outros 
animais, plantas levedura e bactérias. Os CLC-2 e CLC-3 parecem envolvidos 
na regulação do volume celular (Strange et al., 1996; Jentsch & Günther, 
1997; Jentsch et al., 1999;) e os CLC-K e CLC-5 em processos 

fisiopatológicos renais (Uchida, 2000; Waldegger & Jentsch, 2000b). Em 
tecido renal de ratos os CLC-Ka e CLC-Kb são classificados como CLC-K1 e 
CLC-K2 (Kiefele et al., 1994). /

Com base nos estudos envolvendo o gene CLCN-2, os ensaios 

biomeleculares sugerem um modelo estrutural e funcional onde haveria a 
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presença de 10 a 12 (D1-D12) domínios transmembranas juntamente com 
mais dois domínios citoplamáticos próximos ao terminal carboxílico. Ligadas 
na extremidade amino-terminal existiríam duas regiões, uma essencial do 

canal e outra sensível ao volume (Jentsch et al., 1990; Gründer et al., 1992).

Estes genes constituem a única família conhecida que codificam os 
canais de cloreto dependentes de voltagem, com diferente distribuição 
tecidual e funcional na membrana plasmática e nas organelas intracelulares. 
Nos últimos anos houve grandes avanços no conhecimento de suas 

estruturas e funções, mas algumas características permanecem obscuras, 

como é o caso da localização do poro do canal. São estruturalmente distintos 

dos canais operados por ligantes (GABA; glicina) no sistema nervoso central, 
daqueles ativados pelo CFTR (Cyst-ic fibrosis transmembrane conductance 

regulator) que estão presentes, inclusive, no epitélio pulmonar, assim como 

diferem dos canais ativados pelo AMPc que contribuem para a repolarização 

do miocárdio, estes podem estar envolvidos nas taquicardias induzidas por 

catecolaminas (Ehara & Ishihara, 1990). A importância médico-terapêutica de 

compreender a estrutura e função fisiológica desses canais é pelo 
envolvimento em algumas doenças humanas como a “miotonia congênita”, 
“síndrome de Bartter” e “doença de Dent”, causadas por mutações nos genes 

CLC-1, CLC-Kb e CLC-5, respectivamente (Jentsch et al., 1999; Waldegger & 
Jentsch, 2000a).

A “miotonia congênita autossômica dominante”, doença de Thomsen, 

ou a “miotonia generalizada autossômica recessiva”, doença de Becker, 
(Steinmeyer et al., 1991; Koch et al., 1992; Koty et al., 1996), é decorrente de 

uma mutação no gene CLCN-1 caracterizada pela redução da força associada 

à rigidez muscular sempre que iniciam um determinado movimento. No 

músculo esquelético normal, 70 a 80% da condutância da membrana em 

repouso se deve aos canais de cloreto e a permeabilidade do cloreto é cerca 

de 10 vezes maior do que a do potássio. Por esta razão, durante o potencial 
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de ação, ocorre grande influxo de cloreto para repolarização da membrana. 

Com a redução da condutância do cloreto, o potencial de ação fica mais 
prolongado e membrana das células musculares ficam mais excitáveis com 

prolongado tempo de despolarização e contração do músculo.

A síndrome de Bartter (Simon et al., 1997; Thakker, 2000a) é uma 

doença hereditária que acomete os canais de cloreto tipo CLC-Kb produzindo 
alterações no transporte trans-epitelial de cloreto, com a perda severa de sal 
pelos rins, principalmente, no segmento espesso ascendente da alça de 
Henle e na porção distai do túbulo. Em camundongos nocauteados, a falta do 

gene CLCN-K1, correspondente ao gene CLCN-Ka em humanos, leva a 

diabetes insípidus nefrogênico (Matsumura etal., 1999).

A doença de Dent (Lloyd et al., 1996; Norden et al., 2000; Thakker, 

2000a,b; Yamamoto et al., 2000) é decorrente de mutações no gene CLCN-5. 
É uma desordem ligada ao cromossomo-X produzindo proteinuria e 

hipercalciuria. A hipercalciuria leva ao aparecimento de sintomas secundários, 

como a formação de nefrolitíase, nefrocalcinose podendo chegar à falência 
renal.

Embora não seja uma alteração nos genes da família de canais de 
cloreto CLC, a fibrose cística (Kunzelmann, 1999; Larson et al., 2000; Skach, 

2000) é uma doença autossômica recessiva decorrente de mutações no 
cromossomo-7 que compromete o epitélio das vias aéreas, pancreáticas e os 
duetos das glândulas sudoríparas. A membrana das células epiteliais não é 

capaz de transportar, eficientemente, os íons cloreto e, conseqüentemente, 
dificulta o transporte de água para a luz dos tubos levando ao espessamento 

do muco. Em algumas situações poderá haver obstrução e comprometimento 
funcional respiratório, podendo ser fatal. Entretanto, estudo em epitélio 

traqueal de camundongo indica a presença do gene CLC-A1, o codificador dá 

proteína constitutiva dos canais de cloreto ativados pelo cálcio. Isto sugere um 
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caminho para as investigações de seu possível envolvimento na patogênese 
da cistite fibrosa (Gandhi etal., 1998).

Recentemente, o conceito de “Canalopatias” passou a fazer parte do 

vocabulário científico, designando, de forma geral, as desordens congênitas 

causadas por mutações que ocorrem nos genes codificadores das proteínas 
constituintes dos canais iônicos (Hoffman, 1995; Felix, 2000; Moxley, 2000; 
Celesia, 2001). Com o advento das técnicas de estudos biomoleculares, 
vários canais iônicos foram clonados e relacionados a estados patológicos, 

como é o caso de algumas doenças ligadas aos canais de cloreto descritas 
acima. Além destas, recentes investigações mostram que outras patologias 

como as neurológicas e cardiovasculaTes estão associadas a canais de 
potássio, sódio e cálcio (Sanguinetti & Spector, 1997; Bond, 2000; Lawson, 

2000; Nattel, 2001; Schofield, 2001). Entretanto, apesar das recentes 

pesquisas refletirem fortemente um possível envolvimento fisiológico dos 

canais de cloreto ativados pelo cálcio em músculo liso, parece que estes 

canais ainda não foram clonados neste tipo de tecido, permanecendo como 

um campo a ser explorado pelas pesquisas científicas quanto ao seu 
envolvimento ou não em estados patológicos.

1.4 EFEITOS INDUZIDOS POR AGONISTAS NO ESTÔMAGO
4

1.4.1 Efeitos da 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina)

A 5-HT foi originalmente descoberta em 1948 quando se procurava 
identificar uma substância vasoconstrictora liberada quando o sangue 
coagulava. Hoje, sabe-se que as principais fontes de 5-HT são as células 

enterocromafins das paredes do trato gastrintestinal, as plaquetas e o sistema 

nervoso e que funciona como neurotransmissor no sistema nervos entérico.

O interesse em se ter uma norma de classificação para os receptores 

da 5-HT pode ser sustentado, não só por motivos acadêmicos, mas por pelo 

menos duas razões fundamentais. Uma, conhecendo as características 
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biomoleculares e os mecanismos funcionais de cada receptor, reluz o 
potencial para o desenvolvimento de drogas mais seletivas. Outra, desde que 
questionemos o porquê da existência de vários tipos de receptores para uma 

única droga, isto releva a importância fisiológica da distribuição dos 

receptores ocorrer diferentemente nos tecidos e nas espécies. Assim, um 

raciocínio lógico, sensato e intuitivo nos leva a pensar que uma mesma 
substância endógena poderia ativar mecanismos fisiológicos distintos 
dependendo do tipo de receptor presente em determinado tecido. Portanto, 

seria possível desenvolver drogas mais seletivas para intervir, 
farmacologicamente, ativando ou inibindo os mecanismos fisiológicos 

controlados pelos diferentes tipos de receptores.

Originalmente, os receptores da 5-HT foram agrupados nos subtipos M 

e D, sugerindo que os tipos M se localizavam nas terminações nervosas 

parassimpáticas controlando a liberação de acetilcoclina e os tipos D se 

localizavam no músculo liso (Gaddum & Picarelli, 1957), os quais são, 

atualmente, classificados como 5-HT2A e 5-HT3, respectivamente (Humphrey 
et al., 1993). Embora os resultados de estudos subseqüentes na periferia e 

em cérebros de rato fossem compatíveis com a noção de subtipos de 
receptores para a 5-HT, os estudos com radioligantes forneceram as 

primeiras provas definitivas para dois locais distintos de reconhecimento da 5- 

HT, classificando-os como 5-HTi e 5-HT2 (Peroutka & Snyder, 1979).

Esta classificação tomou-se mais abrangente em 1979 quando foram 

identificados, em cérebros de rato, dois sítios distintos de ligação da 5-HT 
(Peroutka & Snyder, 1979). Estudos posteriores demonstraram que esses 

receptores eram subtipos da classificação proposta por Bradley et al. (1986), 

a qual foi constituída por três principais famílias 5-HTí 5-HT2 e 5-HT3, 

perdurando até 1993. Ao longo dos sete anos seguintes, estudos 

biomoleculares mostraram novas identidades de receptores serotoninérgicos 

que não se enquadravam na classificação de Bradley, como também havia 
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alguns conflitos de nomenclatura como, por exemplo, o receptor 5-HT1c agora 

classificado como 5-HT2C (Humphrey et al., 1993), e o 5-HT2 como 5-HT2A e, 
particularmente, um tipo de receptor presente no fundo de estômago de rato 
sem classificação definida, atualmente, classificado como 5-HT2B. A partir de 
1994 passou a vigorar a classificação dos receptores da 5-HT proposta por 

Humphrey et al. (1993), os quais continuaram subdivididos em famílias e 

subtipos com as devidos ajustes na corrente classificação. Esta considera os 

aspectos operacionais clássicos de Bradley, que era embasado apenas no 

reconhecimento de receptores por radioligantes sintéticos, e acrescenta 
conceitos modernos da biologia molecular que determina a seqüência de 

aminoácidos e os mecanismos de transdução de sinais envolvidos na 
ativação de cada tipo de receptor, desde interação droga-receptor até a 

geração de segundos mensageiros (Hoyer et al., 1994). Esses três princípios 

permitiram classificar, em detalhes, todos os receptores atualmente 

conhecidos da 5-HT, principalmente aqueles com dificuldade na classificação 
pela forma clássica operacional de Bradley, como é o caso dos subtipos das 
superfamiílias 5-HTj e 5-HT2.

Há quase 50 anos Vane (1957) publicou que a 5-HT era um potente 

efetor da musculatura lisa longitudinal de estômago de rato. Originalmente, 

descreveu que a 5-HT promovia coptração pela ativação de um receptor 
atípico, assim chamado por ser resistente a uma classificação.’ É um tipo de 
receptor similar ao 5-HT1c, mas não idêntico (Baez et al., 1990). Ao ser, 

originalmente, clonado e seqüenciado em fundo de estômago de rato, 

mostrou grande homologia com os receptores 5-HT1c e 5-HT2, sendo 

denominado de SRL (serotonin receptor-like) por Foguet et al., (1992) e de 5- 
HT2F por Kursar et al., (1992). Finalmente, foram reconhecidos pertencer à 
família 5-HT2 como subtipo 5-HT2B (Hoyer etal., 1994).

/
Embora as clonagens em humanos mostrassem grande homologia com 

os receptores 5-HT2B de ratos (Choi et al., 1994; Kursar et al., 1994; Schmuck 



81

et al., 1994; Bonhaus et al., 1995), suas propriedades farmacológicas foram 

bem caracterizadas mostrando algumas particularidades entre ratos e 
humanos (Wainscott et al., 1996). Entretanto, a diferença estrutural molecular 

entre os receptores 5-HT2B nas espécies pode ajudar a dissecar, 
farmacologicamente, os domínios trans-membrana de ligantes em humanos, 
possibilitando a síntese de drogas com maior seletividade e possíveis usos 
terapêuticos.

Considerando os aspectos funcionais, os receptores 5-HT1(Abdef) inibem 

a formação de AMPc, 5-HT2(ac) estimulam a hidrólise do fosfatidilinositol 
gerando IP3 e diacilglicerol, 5-HT3 são ligados a canais catiônicos e, 

curiosamente, possuem grande homologia com os receptores nicotínicos da 
ACh, 5-HT4 e 5-HTe estimulam a formação de AMPc (Hoyer et al., 1994; 

Ullmer et al., 1996). Entretanto, as informações sobre as contrações induzidas 

por 5-HT2B em fundo de estômago de rato, em alguns aspectos, são 

contraditórias. Por exemplo, alguns autores reportam que 0 5-HT2b seja um 

tipo de receptor acoplado a fosfolipase-C e hidrólise do fosfatidilinositol com 
geração de IP3 (Foguet et al., 1992; Kursar et al., 1992; Hoyer et al., 1994) 

outros mostram que não (Secrest et al., 1989; Ullmer et al., 1996). Mesmo 

diante de algumas divergências, há consenso de que 0 mecanismo de 

sinalização e contração via 5-HT2B seja dependente, principalmente, do influxo 

de cálcio via VDCC, em menor parcela, da liberação de cálcio dos estoques 
intracelulares sensíveis a rianodine e da ativação da PKC. Todos esses 
mecanismos são, aparentemente, independentes da hidrólise de 
fosfatidilinosistol (Cox & Cohen, 1995a, 1996; Ullmer et al., 1996), da liberação 

de ACh (Vane, 1957), de metabólitos de ácido aracdônico, de AMPc e GMPc 

(Cohen et al., 1990). Desde que 0 óxido nítrico esteja envolvido na contração 

de certos músculos gastrointestinais, 0 seu envolvimento nas contrações 
/ 

induzidas pela 5-HT2B em fundo de estômago de rato parece não ocorrer (Cox 

& Cohen, 1995b). A natureza do acoplamento do receptor 5-HT2B com cada 

um destes mecanismos ainda não está completamente esclarecida, havendo 
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apenas especulações de que os receptores 5-HT2B estejam direta ou 

indiretamente ligados aos VDCC e à via de uma proteína-Gaz específica, 

respectivamente (Wang et. al., 1993). Postulou-se que a liberação do cálcio 

intracelular envolvesse a ativação de adenosina difosfato-ribose cíclico 
(ADPRc) como segundo mensageiro solúvel (Galione, 1992), mas, 
recentemente, um estudo mostrou que a infusão de ADPRc não simulou a 
resposta da 5-HT, descartando esta possibilidade (Ullmer et. al., 1996). 

Também o mecanismo de ativação da PKC independente da geração de IP3, 

permanece obscuro, mas, um possível mecanismo envolvido seria a geração 
de diacilglicerol pela hidrólise da fosfaditilcolina via ativação da fosfolipase-D 
(Foguet et. al., 1992). Portanto, o mecanismo de sinalização via receptores 5- 

HT2B em fundo de estômago possui características farmacológicas distintas 

dos demais membros da família 5-HT2, enquadrando-se em um mecanismo 

de sinalização intracelular totalmente desconhecido, que parece não envolver 

quaisquer daqueles classicamente bem determinados.

1.4.2 Efeitos da acetilcolina

Os efeitos da acetilcolina (ACh) na periferia resultam da ativação de 

receptores muscarínicos e nicotínicos. No sistema nervoso central, os 

receptores muscarínicos parecem envolvidos no controle motor, regulação da 

temperatura, da atividade cardíaca e da memória, mas, quanto aos 
nicotínicos, as evidências são limitadas para o papel fisiológico dos receptores 
nicotínicos na transmissão sináptica cerebral (Role & Berg, 1996). Desde os 
experimentos de Dale em 1914 distinguindo as ações muscarínicas e 

nicotínicas da acetilcolina (Rang et. al., 1997b) e dos primeiros relatos 

históricos da existência dos subtipos de receptores muscarínicos (Riker & 

Wescoe, 1951), sabe-se que, dentre outros efeitos periféricos, os receptores 

muscarínicos medeiam as contrações em músculo liso, secreções glandulares 

e modulação cardíaca. Atualmente, a mais recente classificação dos 

receptores muscarínicos fundamenta-se em clonagens, investigações 
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farmacológicas, estudos dos mecanismos de transdução de sinais e nas 

respostas funcionais, que definem cinco tipos de receptores, M-j, M2, M3, M4, e 
M5 (Caulfield & Birdsall, 1998). Os receptores Mi são encontrados nos 

gânglios e várias glândulas secretoras; os M2 predominam no miocárdio 

reduzindo a força e a frequência cardíaca, mas aparecem também no 

músculo liso; os M3 e M4 estão presentes no músculo liso. Quanto aos 
receptores M5, apesar das evidências de que a proteína M5 e o respectivo 
RNAm estejam presentes no cérebro e na periferia (Reever et. al., 1997; 
Weiner et. al., 1990), não há estudos conclusivos de quais os tecidos que os 
expressam e respondem a ativação destes receptores. Entretanto, há 

evidências de que músculo liso de esôfago humano expresse todos os tipos 

de receptores, inclusive o M5, (Wang et. al., 2000).

Os receptores Mi, M3 e M5, em particular os M3, por serem os 
responsáveis pela contração colinérgica sobre a musculatura lisa do sistema 

gastrointestinal, interagem com a proteina-Gq/n estimulando a fofolipase-C 

com a produção de IP3 e DAG. O IP3 induz a liberação de cálcio dos estoques 
intracelulares enquanto o DAG ativa a PKC. Ambos os mecanismos operam 

como moduladores funcionais na contratilidade do músculo liso, 

particularmente, no trato gastrointestinal (Nishizuka, 1992; Berridge, 1993; 
Tanaka & Nishizuka, 1994). Os receptores M2 e M4 interagem com um grupo

4

diferente de proteína-G (G, e Go) inibindo a adenilil ciclase com diminuição da 

concentração de AMPC. Além disso, ativam canais de potássio operado por 

receptor, suprimindo a atividade dos VDCC. Esses efeitos podem explicar os 

efeitos inotrópicos e cronotrópicos da acetilcolina no miocárdio. Todos os 
receptores muscarínicos são bloqueados pela atropina.

1.4.3 Efeitos da prostaglandina-F2a

Historicamente, o interesse pelos eicosanóides surgiu em 1930 quando 

dois ginecologistas americanos, Kurzrok e Lieb, relataram que havia no 

sêmen uma substância capaz de contrair o músculo liso uterino. Mais tarde, 



84

Goldblatt, na Inglaterra, e von Euler, na Suécia, descreveram, 

independentemente, as atividades contráteis da musculatura lisa e 
vasodilatadora presentes no líquido seminal e glândulas reprodutoras 

acessórias. Em 1973, Von Euler, supondo que era produzida na próstata, 

denominou esta substância de prostaglandina que, na verdade, era produzida 
na vesícula seminal, mas esta denominação, embora inadequada, perdura até 
hoje. Após um período de mais de 20 anos, demonstrou-se que a 
prostaglandina não era apenas uma única substância, mas constituíam uma 

verdadeira família de compostos. Na década de 60, Bergstrom & Samuelsson, 
determinaram a estrutura das duas primeiras prostaglandinas e as denominou 

de E e F (PGE e PGF2a). Posteriormente, verificou-se que várias outras 

prostaglandinas eram produzidas nos tecidos a partir do metabolismo do 

ácido araquidônico, inclusive nas camadas musculares do estômago onde há 

produção de PGE1( PGE2 e PGF2ot (Sanders & Northrup, 1983). Hoje, as 

prostaglandinas e outros derivados do ácido araquidônico são, 

reconhecidamente, compostos essenciais em muitos processos reguladores 

de funções celulares e seus papéis fisiológicos não estão completamente 

esclarecidos. Entretanto, sabe-se que as PGF2a possuem importante papel 

fisiológico no ciclo menstruai onde, não havendo fertilização, ocorre elevação 

da síntese de PGF2a no corpo lúteo, vasoconstrição local, hipoxia, morte 

tecidual com conseqüente declínio na produção hormonal. Como 

conseqüência, o revestimento endometrial uterino regride e é eliminado pelos 

efeitos contráteis das PGF2a sobre miométrio (Wilson & Adaikan,1999). A 

partir dos anos 80, as PGF2a passaram a ser utilizadas clinicamente, 
principalmente, na indução dos trabalhos de parto (Lubianca, 1998).

Estudo em fundo de estômago de rato mostra evidências de que as 

prostaglandinas estão envolvidas na regulação da atividade do músculo liso, 

potencializando os efeitos relaxantes induzidos pela noradrenalina 

(Radomirov & Venkova, 1986) e parecem exercer papel modulador sobre a 

motilidade mediada por nervos colinérgicos em músculo gástrico de cobaio 
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(Milenov & Rakovska, 1983). A inibição de seus efeitos poderá implicar em 

alterações de respostas fisiológicas e, portanto, pode ser uma via para 
intervir, farmacologicamente, em processos patológicos.

De acordo com a potência dos cinco prostanóides naturais sobre 
diversos tipos de preparações, os receptores das prostaglandinas PGD2, 

PGF2ct, PGI2, tromboxano-A2 e PGE2 foram designados de DP, FP, IP, TP e 

EP, respectivamente. Os análogos sintéticos dos prostanóides naturais 

apoiam e ampliam esta classificação, que foi adicionalmente confirmada 

quando se passou a dispor de alguns antagonistas. Os dados obtidos com os 
compostos sintéticos levaram à proposta de que há três subgrupos de 
receptores para a PGE2: EPn EP2 e EP3 (Rang et. al., 1997a). Entretanto, a 

literatura parece carecer de uma norma de classificação para os diversos 

tipos e subtipos de prostanóides e seus respectivos receptores, talvez pela 

falta de ferramentas farmacológicas adequadas para as investigações nesta 
área.

Considerando os efeitos das principais prostaglandinas sobre o trato 

gastrointestinal, de modo geral a camada muscular do estômago de rato é 

contraída pelas PGA2, PGD2, PGE2, PGF2a e PGI2, enquanto a camada 

circular, geralmente, é relaxada pela PGE2 (Goldenberg & Subers, 1983;
4

Milenov & Golenhofen, 1982). Em humanos, há evidências de-que, ao longo 
do trato gastrointestinal, as camadas musculares mostram diferentes 
sensibilidades aos prostanóides, onde o estômago foi mais sensível do que as 
porções distais do íleo e cólon sigmóide (Bennett et. al., 1981). Entretanto, os 

efeitos podem variar de acordo com o receptor ativado. Por exemplo, ativação 

pela PGE2 dos receptores da EP1 e EP3 induzem contração enquanto EP2 

relaxamento do músculo liso gastrointestinal (Rang et. al., 1997a). Estudos 

em estômago de cobaio mostram que existe uma interação mecânica e’ 

elétrica entre as duas camadas musculares. Quando a camada longitudinal foi 

removida, as contrações tônicas induzidas pela PGE1 na camada circular 
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desapareceram, sugerindo uma relação funcional entre as duas camadas 
(Sakamoto & Nasu, 1987). As PGI2 causam contração gastrointestinal, porém 

são menos ativas do que as PGE e PGF2ct (Campbell & Halushka, 1996). 

Entretanto, em músculo liso longitudinal de fundo de estômago de cobaio as 

contrações induzidas pela PGI2 foram mais potentes do que aqueles 

produzidos pela PGF2ct e acetilcolina (Milenov et. al., 1983).

Desde que as PGF2a possuam, reconhecidamente, aplicações clínicas 

e pelos seus potentes efeitps espasmódicos em músculo liso e que, em 
especial, as células do músculo liso longitudinal do estômago produzam 

grandes quantidades de PGEt, PGE2 e PGF2a (Sanders & Northrup, 1983) e 

que as PGE2 exerçam efeitos fisiológicos opostos na nas diferentes camadas 

musculares do estômago (Goldenberg & Subers, 1983) e da possível 

interação fisiológica entre as camadas longitudinal e circular (Sakamoto & 

Nasu, 1987), decidimos utilizar a PGF2a em nossos experimentos pelos seus 

efeitos estritamente contráteis. Seus efeitos são mediados pela ativação das 

proteínas quinaes Ca e CE (PKCa e PKCE) as quais são dependentes e 

independentes de cálcio, respectivamente (Heaslip & Sickels, 1989; Kanashiro 

& Khalil, 1998).
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivos Gerais

♦ Avaliar o possível envolvimento dos canais de cloreto ativados pelo 

cálcio intracelular (CI(Ca)) na contração induzida por agonistas.

♦ Avaliar o possível envolvimento dos canais de cloreto ativados pelo 

aumento do volume celular (CIswell) induzido pela solução 
hipotônica.

1.5.2 Objetivos específicos

♦ Avaliar os efeitos dos bloqueadores dos canais de cloreto (NFA, 

DCDPC, DIDS) sobre as contrações induzidas por agonistas (5-HT, 

ACh, PGF2a) e pelo cloreto de potássio (KCI).

♦ Avaliar possíveis efeitos do NFA sobre os canais de potássio e de 

cálcio dependentes de voltagem.

♦ Avaliar a dependência de cálcio e de cloreto das respostas 

induzidas por agonistas (5-HT, ACh, PGF2a) e pela solução 

hipotônica.

♦ Avaliar os efeitos dos bloqueadores dos canais de cloreto (NFA, 

DIDS, TAM, NPPB) sobre as contrações induzidas pela solução 
hipotônica.

♦ Avaliar, eletrofisiologicamente, os efeitos do NFA e da NIF sobre a 

despolarização da membrana celular induzida pela solução 
hipotônica.
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2 MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 AVALIAÇÕES EM FUNDO DE ESTÔMAGO

2.1.1 Medidas de Contratilidade

Ratos machos sadios Wistar com peso entre 250-350 gramas, 
provenientes do Biotério Central da UFC, foram sacrificados por concussão 
cerebral e descolamento cervical no dia da realização dos experimentos. O 

estômago foi, cuidadosamente, dissecado e removido através de uma incisão 

abdominal e imediatamente imerso em solução fisiológica de Tyrode normal 
(TN). Retiramos a porção correspondente ao fundo do estômago e a 

mantivemos por 15-20 minutos em TN para que a mesma relaxasse 

espontaneamente, pois o trauma decorrente dos cortes durante a sua 

remoção estimula a contração do tecido. Tiras de, aproximadamente, 1-2cm 

de comprimento foram cortadas, paralelamente, no sentido longitudinal do 

estômago e montadas verticalmente em câmara de perfusão com capacidade 

para 10 ml de solução fisiológica a 37°C, pH 7,4 e constante borbulhamento 

de ar, onde uma extremidade foi conectada a uma base fixa e a outra a um 

transdutor de força (Fig. 6). Inicialmente, aplicamos tensão de 2-3 gramas e 

aguardamos o relaxamento espontâneo da preparação. Se houvesse o 

relaxamento até um valor abaixo da tensão equivalente a um grama, 

aplicavamos nova tensão até que a preparação estabilizasse sob tensão 

aproximada de um grama. Caso contrário, se o relaxamento ficasse acima de 
um grama, aliviavamos a tensão para um grama, aproximadamente. Estudo 
funcional em fundo de estômago de rato, mostra que a tensão inicial ótima 

deve ser em torno de 4g (Secrest et al., 1989, 1991) que, de fato, esta 

observação foi condizente com os nossos experimentos. Após uma hora para 

o equilíbrio da preparação sob tensão estável de um grama, iniciamos os/ 

experimentos com a adição direta das drogas no banho. A preparação era 

conectada, diretamente, a um transdutor de força isométrico (T) (Grass 
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Modelo FTO.3, Quincy, MA, U.S.A. - Fig. 6d), que transforma da força 

muscular mecânica em sinal elétrico, o qual, na sequência, era ligado a um 
amplificador de sinal (Modelo PM-1000, USA - Fig. 6g). Os dados foram 

gravados por um microcomputador e posteriormente analisados utilizando o 
programa WINDAQ versão 1.65 (DATAQ Instruments, Inc., USA). Esta fase 

inicial de montagem da preparação foi, criteriosamente, obedecida para todos 

os protocolos de contratilidade e a preparação foi, de praxe, estimulada com 
KCI (60mM) para observar a sua responsividade antes dar início às 
aplicações das drogas testes. Todos os protocolos experimentais do presente 
trabalho foram realizados, separadamente, em grupos diferentes de animais.
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Fig. Gja-gj - Fotografias ilustrativas da técnica de dissecação, remoção e montagem 

da preparação de músculo liso longitudinal de fundo de estômago de rato, a) - Vista 

da região correspondente ao fundo do estômago; b) - Remoção da*parte  central do 

fundo do estômago para uso experimental; c) - Obtenção de 4 segmentos de, 

aproximadamente, 1-2cm, cortados, paralelamente, no sentido longitudinal do 

estômago; dj - Montagem do segmento em câmara de perfusão onde a extremidade 

inferior é fixa e a superior conectada a um transdutor de força (T) com fio de algodão 

inelástico; e) - Amplificador de sinal elétrico que recebe o cabo de ligação com o 

transdutor de força.

/
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2.1.2 Medidas eletrofisiológicas

Segmento (2mm x 3mm) de fundo de estômago de rato foi fixado no 

fundo de uma câmara de perfusão confeccionada de acrílico transparente, 

contendo na base uma camada de silgar para imobilização da preparação sob 
moderado estiramento, aproximadamente 2-3 vezes o tamanho em repouso, à 

temperatura ambiente (20-25°C), fluxo de solução fisiológica constante de 25- 

30 gotas/minutos (~1,5ml/min) e oxigenação por borbulhamento de ar. Após a 

montagem, aguardou-se 40-60 minutos para a estabilização da preparação.

Os valores dos potenciais transmembrana foram registrados através de 
microeletrodo intracelular, confeccionados a partir de capilares de vidro 

borosilicato (GC 150T-7.5 - Clark Electromedical, UK) por um puxador de 

eletrodo (Modelo P-97, Sutter instrument, Inc., USA), com resistência final 

variando de 40-80 MQ após ser preenchido com solução salina de KCI (3M) 

com 5% de citrato de potássio. O microeletrodo era conectado a um pré- 

amplificador por meio de um fio de prata (eletrômetro Modelo M4-A, New 
Haven, CT). Com o auxílio de um microscópio, aproximávamos o 
microeletrodo até que sua ponta tocasse na solução de banho. Na seqüência, 

continuavamos os avanços do microeletrodo com um manipulador manual até 

que atingíssemos o meio intracelular, isto é, o empalamento célula. Este 

processo era, constantemente, monitorado por um osciloscópio (Tektronic 

5111 A, USA), o qual acusava o momento da penetração na célula por uma 

deflexão aguda a partir da linha basal (OmV). O ponto mais baixo da deflexão 
mostrava o valor do potencial transmembrana. Se no recuo brusco do 

eletrodo, isto é, o desempalamento da célula, o sinal do osciloscópio 

retornasse imediatamente ao nível basal (OmV), indicava que o eletrodo 

estava, de fato, dentro da célula, assegurando que o registro do valor do 

potencial transmembrana era verdadeiro.

Desde que as contrações espontâneas, que são características

fisiológicas inerente da musculatura lisa do trato gastrointestinal, qxpulsavam
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o microeletrodo da célula após alguns segundos de seu empalamento, 
optamos em realizar os nossos experimentos pela obtenção de registros 
seriados, isto é, realizamos os empalamentos e leitura dos respectivos valores 
dos potenciais de membrana durante um período de controle e de exposição 

às drogas.

Inicialmente, obtínhamos os potenciais de membrana para os controles 
durante um período de 10-20 minutos em solução de Tyrode normal (TN) no 
qual empalávamos o maior número se células possível. Em seguida, o mesmo 
procedimento era realizado ha presença de solução hipotônica (SH), mas 

utilizando um período mais prolongado de 15-30 minutos, isto para que os 

efeitos da SH se instalassem. Na seqüência, recuperávamos os valores de 

potenciais controles por um período de, aproximadamente, 20 minutos para 

prosseguir com aplicações das drogas testes. Os experimentos que não 

seguiram esta etapa preliminar foram abortados. Os efeitos do ácido niflúmico 

(30pM) e da nifedipina (1pM) foram avaliados por um período de 15-30 

minutos na presença de TN e SH, onde os empalamentos realizados nos 

primeiros 10-15 minutos foram desprezados. Portanto, para efeitos de 

cálculos e análise estatística trabalhamos com os dados obtidos numa faixa 
de tempo que nos assegurasse, com base nos dados controles, que os 

efeitos das soluções e das drogas já, havia produzido seus efeitos sobre a 
atividade elétrica da membrana. Após um período de 20 minutos de lavagem 

com TN para eliminação das drogas, rotineiramente, observávamos a 

recuperação da preparação pelas medidas de potenciais de membrana 
equivalentes ao controle (Fig. 7).
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Fig. 7 - Esquema representativo dos protocolos eletrofisiológicos realizados para 
avaliação das alterações elétricas induzidas pela solução hipotônica sobre a 
membrana celular.

2.2 PREPARO DAS SOLUÇÕES FISIOLÓGICAS

Os sais utilizados no preparo das soluções foram obtidos das 
companhias Sigma Chemical Company (St. Luis, MO, USA), Merck Sharp 

Dohme (Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A 

solução fisiológica nutritiva de Tyrode (TN), utilizada como banho da 

preparação, foi preparada com água deionizada contendo a seguinte 

composição química em concentração milimolar - [mM]: NaCI 136, KCI 5, 
CaCI2 2, MgCI2 0,98, NaH2PO4 0,36, NaHCO311,9 e glicose 5,5. As demais 
soluções salinas utilizadas foram derivadas desta composição básica, como 
mostra o anexo - A.

A solução salina com alta concentração de potássio [60mM] foi obtida 

pela substituição iônica equimolar do NaCI (81 mM) por KCI. A solução zero- 
cloreto gluconato e a zero-cloreto acetato (0CI-GLU e 0CI-AC) foram 

preparadas pela substituição equimolar dos sais de cloreto pelos respectivos 
sais de gluconato e acetato. A solução hipotônica foi preparada pela redução 
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da concentração de NaCI de 136 para 68 mM (50%) da quantidade presente 
na solução de Tyrode normal (TN). Para a solução hipotônica zero-cloreto 
gluconato e a zero-cloreto acetado (SH-OCI-GLU e SH-OCI-AC) reduzimos 
para 50% os sais de gluconato e acetato de sódio, respectivamente. No 

preparo da solução de Tyrode normal-zero-cálcio (TN-OCa) e da hipotônica- 

zero-cálcio (SH-OCa), deixamos apenas de incluir o CaCI2 e o gluconato de 

cálcio, respectivamente, acrescentando-se 2mM de EGTA para quelação do 
possível cálcio residual (Anexo - A). Para o ajuste do pH utilizou-se hidróxido 
de sódio [1M] e/ou ácido clorídrico [1N], mas, para as soluções zero-cloreto, o 
ácido clorídrico foi substituído pelo ácido acético glacial [1M] para evitar a 

introdução de íons cloreto na solução

2.3 DROGAS E PREPARO DAS SOLUÇÕES DE USO EXPERIMENTAL

As seguintes drogas foram utilizadas nos experimentos: 5- 

hidroxitriptamina (5-HT), acetilcolina (ACh), nifedipina (NIF), prostaglandina- 

F2a (PGF2a), levcromacalina (LEV), ácido niflúmico (NFA) (2-[3- 

(trifluorometil)anilinojnicotínico), ácido 4,4’-diisotiocianatostilbene-2-2’- 

dissulfônico (DIDS), 3,5-diclorofenilamina 2-carboxlílico (DCDPC), ácido 5- 

nitro-2-(3-fenilpropilamino)-benzóico (NPPB), tamoxifeno (TAM), foram 
adquiridas da Sigma Chemical Company.

4

d*

O preparo das soluções estoques de 5-HT, ACh, PGF2a. LEV, DIDS e 

TAM, dissolveu-se estas drogas em água deionizada, enquanto o NFA, 

DCDPC e o NPPB, foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) e a 
nifedipina (NIF) em álcool etílico, esta foi mantida, constantemente, protegida 
contra luminosidade durante todo o período experimental. O ácido etileno bis 

(b-aminoetil éter N,N,N’,N’ tetracético) (EGTA) [2mM] foi empregado apenas 
nas soluções em meio zero-cálcio. Quando não em uso, as soluções estoques, 

foram mantidas em temperatura abaixo de 0°C. As demais diluições para uso 

experimental foram feitas no dia do experimento em Tyrode normal (TN) ou, 

no caso dos protocolos com zero-cálcio, em água deionizada. Desde que o 
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DMSO (dimetilsulfóxido) fora utilizado como solvente para algumas drogas, 

seus efeitos foram avaliados em grupos controles pareados nas 

concentrações equivalentes àquelas utilizadas como solventes das drogas.

2.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS DESENVOLVIDOS

2.4.1 Avaliação dos agentes inibidores da contração

A figura-8 esquematiza os passos seqüenciais seguidos nos protocolos 
desenvolvidos na avaliação da contratilidade em condições normais de cálcio 
extracelular. Após um período de 1 hora de estabilização, a responsividade da 

preparação foi, rotineiramente, testada com a aplicação de 60 mM de KCI. 

Avaliamos os efeitos dos agentes inibidores da contração muscular: NFA [1- 

30piM], NIF [1 p.M], LEV [3gM], DIDS [1'-300piM], e DCDPC [1-100pM] contra os 

agentes indutores de contração muscular: KCI [60mM], 5-HT [10pM], ACh 

[10piM], PGF2a [10pM] e SH [68mM], Decidimos utilizar a concentração de 

10}iM para a 5-HT, PGF2ot e ACh de acordo com um recente estudo 

comparativo entre estes três agonistas em fundo de estômago de rato 
(Secrest et al, 1989). Inicialmente, obtivemos duas contrações de amplitudes 

semelhantes para serem tratadas como controles. Após a preparação retornar 

à linha basal, aplicamos o agente inibidor da contração por um período de 5- 

10 minutos, e subseqüentemente, o agente contraturante por 1-3 minutos. 
Após este período, aplicavamos lavagens sucessivas e periódicas com 
solução de TN para a eliminação da droga até que a preparação voltasse à 

linha de base. Esse procedimento foi repetido para todos os valores de 

concentração utilizados para os agentes inibidores. Após 40-60 minutos de 

lavagens periódicas com TN testávamos a recuperação da resposta inicial da 
preparação.

/
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Contrações 
controles

l

Agentes inibidores 
da contração

Recuperação 
da resposta 

controle

Período de 
equilíbrio (1h)

TN por 10-15 minutos 
Retorno à linha basal

5-10 
min.

TN por
40-60 min

KCI
11111
Agentes indutores 

da contração 
(1-3 minutos)

Fig. 8 - Esquema representativo dos protocolos realizados na avaliação dos efeitos 
dos agentes inibidores da contração contra as respostas contráteis induzidas por 
agonistas e pela solução hipotônica (agentes indutores da contração).

2.4.2 Experimentos em solução isenta de cálcio (OCa)

Para avaliarmos a envolvimento do cálcio sobre os efeitos produzidos 5- 

HT [10pM], ACh [10pM] e PGF2a [1 OpM], realizamos experimentos eliminando 

o cálcio extracelular. Como mostra a figura-9, inicialmente, em condições
<*

normais de cálcio, avaliávamos a responsividade da preparação aplicando 

60mM de KCI. Em seguida, obtínhamos duas contrações consecutivas de 

amplitudes similares induzidas pelos agonistas para serem tratadas como 
controles. Após a preparação estabilizar-se na linha basal, aplicamos a 
solução de Tyrode zero-cálcio (TN-OCa) (Anexo - 1) contendo EGTA [2mM] 

por 5-10 minutos, seguindo-se as aplicações de KCI [60mM], Este 

procedimento foi repetido até que a resposta ao KCI fosse completamente 

abolida, indicando o completo esgotamento do cálcio extracelular. Nestas 

condições, após 5-10 minutos, avaliamos a amplitude das respostas induzidas 
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pelos agonistas por 1-3 minutos. A recuperação da resposta foi realizada após

40-60 minutos em condições normais de cálcio.

Contrações 
controles

I

Recuperação 
da resposta 

controle

t t
KCI KCI

Período de I Solução TN-OCa
EGTA [2mM] TN por

equilíbrio (1h) 11 5-10’
1

40-60 min.

■f
-Agonistas 

por 1-3 minutos

Fig. 9 - Esquema representativo dos protocolos realizados na avaliação das 
respostas contráteis induzidas por agonistas em meio zero-cálcio (OCa).

2.4.3 Experimentos em solução isenta de cloreto (OCI)

Desde que seja possível o envolvimento do cloreto nas contrações 
induzidas por agonistas em músculo liso, investigamos os efeitos produzidos 

pela eliminação do cloreto do meio extracelular sobre as contrações induzidas 

pela 5-HT [10pM], ACh [10pM] e PGF2a [10pMj. Os sais cloreto foram 

substituídos, isotonicamente na solução fisiológica, pelos correspondentes 

sais de gluconato (GLU) e acetato (AC), como mostra o anexo - A. A figura- 

10 mostra que, similarmente aos experimentos em meio OCa, obtivemos duas 

contrações controles em condições normais de cloreto, seguindo-se dos/ 

registros das contrações induzidas pelos agonistas em meio zero cloreto (OCI-
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GLU ou OCI-AC). Após 40-60 minutos, recuperamos as respostas em 
condições normais de cloreto.

Contrações 
controles

Recuperação 
da resposta 

controle

I I
Período de 

equilíbrio (1h) IJ Solução TN-0CI- (GLU ou AC)
10-15’

TN por
40-60 min.

t
KCI

t
Agonistas 

por 1-3 minutos

Fig. 10 - Esquema representativo dos protocolos realizados na avaliação das 
respostas contrateis induzidas por agonistas em meio zero-cloreto (0CI).

2.4.4 Experimentos em solução hipotônica (SH)

Desde que os canais de cloreto participem em muitos mecanismos 

reguladores do volume celular e que a solução hipotônica (SH) induz ao fluxo 

de água para o meio intracelular, decidimos avaliar o possível envolvimento 
do cloreto no mecanismo de contração induzido pela SH (Anexo - A). A figura- 

11 mostra que, semelhantemente aos experimentos aos protocolos anteriores, 

aqui, as contrações controles são aquelas induzidas pela SH. Em seguida, 

testamos os efeitos da remoção do cloreto (SH-0CI-GLU e SH-0CI-AC) e do 

cálcio (SH-OCa + EGTA [2mM]), da NIF [10"8 - W6 M] e dos bloqueadores de 

canais de cloreto, o NFA [1-100piM], DIDS [1-100piM], TAM [1-100pM] e o 

NPPB [0,1-1 OOpiM] sobre as contrações induzidas pela SH. Recuperamos a
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resposta após 15-30minutos (Fig. 11). Todos os protocolos foram realizados 

em grupos de animais diferentes.

Bloqueadores de canais 
de cálcio ou cloreto

I 11II
Controles

(SH)

5-10 
min.

OCa OCI

1 I _ I_ I_ I_■-
II 111

SH

Recuperação 
da resposta 

controle

TN por
40-60 min

Fig. 11 - Esquema representativo dos protocolos utilizados para avaliação dos 
efeitos da solução zero-cálcio (OCa), zero-cloreto (OCI-GLU ou OCI-ACI) e dos 
bloqueadores de canais de cloreto e cálcio contra as respostas contráteis 
induzidas pela solução hipotônica (SH).

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA

As informações apresentadas nos gráficos são médias de “n” 

observações ± erro padrão da média. Os efeitos inibitórios estão expressos 

como percentuais da resposta máxima controle. Para a análise estatística 

utilizamos o teste t-Student não pareados, onde os valores foram 
considerados estatisticamente diferentes do controle quando a probalbilidadez 

de ocorrência da hipótese de nulidade fosse menor do que 5% (p<0,05).



RESULTADOS
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3 RESULTADOS

3.1 EFEITOS DOS BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CLORETO 
SOBRE AS CONTRAÇÕES INDUZIDAS POR AGONISTAS E PELO 
CLORETO DE POTÁSSIO

3.1.1 Efeitos do ácido niflúmico e da nifedipina sobre as contrações 
induzidas pelo cloreto de potássio

Considerando que, em suficientes concentrações, o NFA exerça outros 
efeitos além do bloqueio dos ICI(Ca), como por exemplo a indução de correntes 
de potássio e bloqueio de canais de cálcio (Hogg et al., 1994a; Greenwood & 

Large 1995), inicialmente avaliamos a seletividade do NFA (1-100pM) 

investigando os seus efeitos sobre as contrações induzidas por 60mM de KCI. 

Em concentrações até 30pM, o NFA não apresentou efeitos inibitórios sobre a 

contração induzida pelo KCI (Fig. 12b, n=6), contrastando com 1pM de 

nifedipina que aboliu quase que completamente esta resposta (Fig. 12b, n=7). 

Entretanto, a partir de 100pM começou a produzir efeitos inibitórios sobre esta 

contração, indicando, possivelmente, efeitos não específicos desta droga (Fig. 

12a). Portanto, para a maioria dos os experimentos presentes neste trabalho 

utilizamos concentrações máximas de 30pM de NFA para a avaliação dos 

seus efeitos sobre as ICI(Ca).
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Fig. 12 - a) - Registro da ausência de efeitos inibitórios do NFA (1-30 pM) sobre as 
contrações induzidas pelo KCI (60mM). b) - Efeitos comparativos do NFA (1-30pM, n=7)^ 
e NIF (1 p.M, n=7) sobre as contrações induzidas por KCI (60mM) em fundo isolado de 
estômago de rato. Os valores mostrados são médias ± erro padrão da média (barras 
verticais) de n experimentos e os resultados considerados significativamente diferentes 
do controle para p<0,05 (*).
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3.1.2 Efeitos do ácido niflúmico e da nifedipina sobre as contrações 
induzidas pela 5-hidroxitriptamina

Aplicação de 5-HT (10pM) em fundo de estômago de rato induziu 

contrações tônicas equivalentes a 1,52 ± 0,40g (n=8), exibindo no platô da 

contração um componente oscilatório. Na presença de NFA (1-30pM), as 

contrações foram inibidas de maneira dependente de concentração com uma 

redução máxima para 15,5 ± 6,0% do valor controle, na maior concentração 

de NFA (30pM) utilizada (Fig. 15b, n=8). O efeito inibitório do NFA foi 

completamente reversível após a eliminação da droga do tecido pela lavagem 

com solução fisiológica de Tyrode normal, como mostrado no final do registro 
representativo (Fig. 15a). Desde que utilizamos o DMSO como solvente do 

NFA, controles pareados animal foram expostos ao DMSO em concentrações 

equivalentes àquelas utilizadas com o NFA, mostrando que as respostas 

induzidas pela 5-HT e pelo KCI não foram inibidas ao longo do período 

experimental (Figs. 13, 14, n=6), respectivamente. Interessantemente, apesar 

do NFA mostrar efeito inibitório, o componente oscilatório apresentado pela 

resposta a 5-HT permaneceu completamente inalterado (Fig. 15a).

Em experimentos à parte, 1pM de nifedipina foi capaz de abolir quase 

que completamente a resposta induzida por 60mM de KCI, reduzindo a 

resposta para 1,87 ± 1,21% do valor controle (n=7), mas inibiu, em menor 

proporção, a contração induzida pela 5-HT (10pM), reduzindo para 15,2 ± 

4,9% do valor controle (Fig. 16b, n=8). Em contraste aos efeitos do NFA, a 

nifedipina inibiu completamente o componente oscilatório da resposta 

induzida pela 5-HT (Fig. 16a). Quando aplicamos o NFA (30pM) e nifedipina 

(1pM) simultaneamente, os seus efeitos não foram aditivos, reduzindo a 

resposta induzida pela 5-HT para 10,4 ± 4,7% do controle, uma redução 

estatisticamente nao significativa (P<0,05) em relação à redução produzida 
apenas pela nifedipina (Fig. 16a, b).
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DMSO

Fig. 13 - Ausência de efeitos inibitórios do DMSO sobre as contrações induzidas pela 5- 
HT (10pM) em fundo de estômago de rato (n=6), nas diluições equivalentes àquelas 
utilizadas com o NFA. Os valores mostrados são médias ± erro padrão da média 
[barras verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados 
siqnificativamente diferentes do controle para p<0,05 (*).

DMSO

ig. 14 - A usência de efeitos inibitórios do DMSO sobre as contrações induzidas pelo 
Cl (60mM) em fundo de estômago de rato (n=6), nas diluições equivalentes àquelas 
tilizadas com o NFA. Os valores mostrados são médias ± erro padrão da média 
jarras verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados 
gnificativamente diferentes do controle para p<0,05 (*).
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a)

Fig. 15 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do NFA (1-30|iM) sobre as 
contrações induzidas pela 5-HT (10pM, n=8) em fundo isolado de estômago de rato. Os 
valores apresentados são médias ± erro padrão médio (barras verticais) de n 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes do controle / 
para p<0,05 (*). A recuperação da resposta à 5-HT, 1 hora depois da exposição ao 
NFA, é mostrada no final do registro representativo.
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Fig. 16 - a) - Registro típico representativo, b) - Mostra a falta de efeitos inibitórios 
cumulativos do ácido nifúmico (NFA, 30p.M) e nifedipina (NIF,1p.M) quando aplicadas 
simultaneamente ou aplicação isolada de nifedipina (NIF,1|iM), sobre as contrações 
induzidas pela 5-HT (10|iM) em fundo isolado de estômato de rato. Os valores 
apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de oito experimentos 
(n=8). A diferença entre a aplicação de NIF isolada ou combinada com NFA não/foi 
estatisticamente significativa (NS).
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3.1.3 Efeitos do ácido niflúmico e da levcromacalina sobre as contrações 

induzidas pelo cloreto de potássio

Aplicação de 20mM de KCI induziu contrações reproduzíveis com 

amplitude média de 3,11 ± 0,37g (n=6). O NFA (30pM) não inibiu esta 

resposta, onde as contrações mantiveram uma amplitude média de 111,6 ± 

11,2% do valor controle. Em contraste, na presença de levcromacalina (3piM), 

um ativador de canais de potássio dependente de ATP, aboliu completamente 
esta resposta (Fig. 17a, b).
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lãJuUJ
9

Fig. 17 - a) - Registro representativo b) - Efeitos do NFA (30pM) e da LEV (3|.iM) sobre 
as contrações induzidas por 20mM de KCI (•). Os valores são médias ± erro padrão da 
média de 5 experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente > 
diferentes do controle para p<0,05 (*). A recuperação da resposta ao KCI (20mM), após 
um período de 1 hora da exposição à LEV, está incluída no final do registro 
representativo».
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3.1.4 Efeitos do ácido niflúmico e da nifedipina sobre as contrações 

induzidas pela acetilcolina e pela prostaglandina-F2a

A ACh (10pM) e a PGF2a (10pM) induziram contrações estáveis com 

amplitudes médias equivalentes a 3,11 ± 0,44g (n=8) e 1,34 ± 0,25g (n=8), 

respectivamente. Em contraste aos efeitos inibitórios sobre as contrações 

induzidas pela 5-HT, o NFA (10-100piM) não inibiu as contrações induzidas 

pela ACh (10p,M) (Fig. 18b, n=8) e reduziu as contrações induzidas pela 

PGF2a para 41,86 ± 5,31% do valor controle na maior concentração (Fig. 19b, 

n=8). Em experimentos à parte, 1 pM de nifedipina reduziu a resposta induzida 

pela ACh (10^M) para 67,57 ± 11,84% (Fig. 20, n=4) e pela PGF2a (10gM) 

para 35,40 ± 6,86% (Fig. 21, n=5), dos respectivos valores controles.
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í---------------í------------- *
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Contr. 10 30 100
ÁCIDO NIFLÚMICO [uM]

Fig. 18 - a) - Registro típico representativo b) - Mostra a falta de efeito inibitório do 
ácido niflúmico (NFA, 10-100pM) sobre as contrações induzidas pela ACh (10p.M) em 
fundo isolado de estômago de rato. Os valores mostrados são médias ± erro padrão da 
média (barras verticais) de oito experimentos (n=8) e os resultados foram consideraçlos 
significativamente diferentes do controle para p<0,05 (*).
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a)

Fig. 19 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do NFA (1-100p,M) sobre as 
contrações induzidas pela PGF2a (10pM) em fundo isolado de estômago de rato. Os 
valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) dp* 8 
experimentos (n=8) e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
P<0,05(*).
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Fig. 20 - Efeitos inibitórios da nifedipina (1p.M) sobre as contrações induzidas pela ACh 
(10p.M, n=4) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores mostrados são médias 
± erro padrão da média (barras verticais) de n experimentos e os resultados foram 
considerados estatisticamente diferentes para p<0,05 (*).
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Fig. 21 - Efeitos inibitórios da nifedipina (1pM) sobre as contrações induzidas pela
PGF2a (10p.M, n=5) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores apresentados
são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n experimentos e os resultados
foram considerados estatisticamente diferentes para p<0,05(*).
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3.1.5 Efeitos da solução zero-cálcio sobre as contrações induzidas pela 

5-didroxitriptamina, acetilcolina e prostaglandina-F2a

Em condições fisiológicas normais de cálcio extracelular, a 5-HT 

(10pM), ACh (10pM) e PGF2a (10pM) induziram contrações estáveis com 

amplitudes médias equivalentes a 3,54 ± 0,71 g (n=8), 2,37 ± 0,17g (n=6) e 2,3 

± 0,78g (n=9), respectivamente.

A aplicação de solução isenta de cálcio (OCa, anexo A) contendo EGTA 
(2mM), aboliu completamenté as contrações espontâneas e relaxou o tônus 
basal da preparação. A ausência de resposta contrátil induzida pelo KCI 

(60mM) indica a total eliminação de cálcio extracelular (Figs. 22a, 23a, 24a). 

Sob estas condições, as respostas induzidas por 10pM de 5-HT, ACh e PGF2ot 

foram reduzidas para 4,12 ± 1,63% (Fig. 22b, n=8), 13,90 ± 2,44% (Fig. 23b, 

n=6) e 20,94 ± 7,39% (Fig. 24b, n=9), respectivamente. No final de cada 

registro típico representativo é mostrada a recuperação da resposta controles 

do agonista, retorno da atividade espontânea e a recuperação do tônus basal 

da preparação, após um período de 15-30 minutos da reposição normal de 

cálcio extracelular (Figs. 22a, 23a, 24a).
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Fig. 22 - a) - Registro representativo b) - Efeitos da solução OCa sobre as contrações
induzidas pela 5-HT (10pM, n=8). Os valores apresentados são médias ± erro padrão dá
média (barras verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes para p<0,05(*).
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1g

ACh ( <» )
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Fig. 23 - a) - Registro representativo b - Efeitos da solução OCa sobre as contrações 
induzidas pela ACh (10pM, n=6). Os valores apresentados são médias ± erro padrão da? 
média (barras verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados 
estatisticamente diferentes para p<0,05(*).

Contr. OCa
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Fig. 24 - a) - Registro representativo b) - Efeitos da solução OCa sobre as contrações
induzidas pela PGF2(X (10p,M, n=9). Os valores apresentados são médias ± erro padrão
da média (barras verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes para p<0,05(*).



120

3.1.6 Efeitos da solução zero-cloreto sobre as contrações induzidas pela 

5-hidroxitriptamina, acetilcolina e prostaglandina-F2a

Em condições fisiológicas normais de cloreto, a 5-HT (10pM), ACh 

(10pM) e PGF2a (10pM) induziram contrações estáveis com amplitudes 

médias equivalentes a 1,83 ± 0,31 g (n=10), 1,82 ± 0,37g (n=6) e 3,41 ± 0,43g 

(n=8), respectivamente.

A aplicação de solução salina OCI’ (substituição dos sais cloreto pelos 
respectivos sais de gluconato - GLU - anexo A) produziu uma contração 
transitória que retornou aos níveis basais em poucos minutos que foi menos 

evidente nos experimentos com PGF2a. Na ausência contínua de cloreto, as 

contrações espontâneas da preparação foram reduzidas com aparente 

diminuição do tônus basal, semelhantemente, à retirada do cálcio extracelular 

(Figs. 25a, 25a, 27a). Nestas condições, as respostas contráteis induzidas 

pela 5-HT (10pM), ACh (10pM) e PGF2a (10pM) foram reduzidas para 32,17 

± 7,6% (Fig. 25b, n=10), 68,21 ± 10,96% (Fig. 26b, n=6) e 55,56 ± 8,37% (Fig. 

27b, n=8) de seus respectivos valores controles. Após decorrer um período de 

40-60 minutos da reposição normal de cloreto na solução de banho, 

mostramos no final dos registros representativos a total recuperação das 

respostas controles induzidas pelos, agonistas com pleno retorno das 
contrações espontâneas ao tônus basal (Figs. 25a, 26a, 27a). '
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Fig. 25 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios da substituição do cloreto 
pelo gluconato na solução fisiológica (0CI-GLU) sobre as contrações induzidas pela 5- 
HT (10p.M, n=10) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores apresentados são 
médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados foram considerados 
estatisticamente diferentes do controle para p<0,05 (*).
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a)
OCI-GLU 10 min

ACh

Fig. 26 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios da substituição do cloretp 
pelo gluconato na solução fisiológica (OCI-GLU) sobre as contrações induzidas pela ACh 
(10p.M, n=6) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores apresentados são 
médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados foram considerados 
estatisticamente diferentes para p<0,05 (*).
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a)
OCI-GLU 10 min

PGF2a

Fig. 27 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios da substituição do cloreto 
pelo gluconato na solução fisiológica (OCI-GLU) sobre as contrações induzidas pela 
PGF2a (10pM, n=8) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores apresentados são 
médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados foram considerados 
estatisticamente diferentes do controle para p<0,05(*).
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3.1.7 Efeitos do DCDPC sobre as contrações induzidas pela 5- 
hidroxitriptamina, acetilcolina e cloreto de potássio

Em experimentos à parte avaliamos os efeitos do DCDPC (1-100|iM), 

um análogo estrutural do ácido niflúmico, sobre as respostas induzidas pela 

5-HT (10pM), ACh (10|iM) e KCI (60mM). Esses três agentes contraturantes 

induziram contrações médias estáveis e reproduzíveis equivalentes a 2,43 ± 

0,34% (n=9), 2,38 ± 0,30% (n=6) e 2,02 ± 0,22% (n=6), respectivamente. O 

DCDPC (1-100p,M) inibiu de maneira dependente de concentração os efeitos 

contráteis da 5-HT (10pM), ACh (10|iM) e KCI (60mM), com redução das 

contrações para 13,93 ± 9,32% (Fig. 28brn=9), 19,62 ± 7,90% (Fig. 29b, n=6) 

e 20,87± 5,38% (Fig. 30b, n=6) das rçspectivas respostas controles, na maior 
concentração.
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Fig. 28 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do DCDPC (1-100pM) sobre 
as contrações induzidas pela 5-HT (10pM, n=9) em fundo isolado de estômago de rato. 
Os valores são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n experimentos e 
os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para p<0,05 (*).
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Fig. 29 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do DCDPC (1-100pM) 
sobre as contrações induzidas pela ACh (10pM, n=6) em fundo isolado de estômago de 
rato. Os valores são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de ff 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
p<0,05 (*).
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Fig. 30 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do DCDPC (1-100pM) sobre 
as contrações induzidas pelo KCI (60mM, n=6) em fundo isolado de estômago de rato. 
Os valores são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n experimentos e 
os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para p<0,05 (*).
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3.1.8 Efeitos do DIDS sobre as contrações induzidas pela 5- 
hidroxitriptamina, acetilcolina e cloreto de potássio

Em grupos de animais experimentais à parte, avaliamos os efeitos do 
DIDS, um derivado stilbeno, classicamente conhecido como inibidor de canais 

de cloreto, sobre as contrações induzidas pela 5-HT (10pM), ACh (10pM) e 

KCI (60mM). Inicialmente, os três agentes induziram contrações reproduzíveis 

com amplitude média equivalentes a 2,47 ± 0,54% (n=6), 4,44 ± 0,55% (n=8) 

e 4,96 ± 0,56% (n=6), respectivamente.

Em contraste aos efeitos inibitórios inespecíficos do DCDPC, o DIDS (1- 

300pM) não teve efeito sobre as contrações induzidas pela ACh (10pM) (Fig. 

32b, n=8), enquanto a resposta in.duzida pela 5-HT (10pM) foi apenas, 

levemente, inibida na maior concentração utilizada (300|iM), reduzindo para 

69,95 ± 6,57% do valor controle (Fig. 31b, n=6). Entretanto, as contrações 

induzidas por 60mM de KCI foram mais sensíveis aos efeitos do DIDS, sendo 

inibidas em concentrações acima de 30pM, com redução máxima para 55,46 

± 15,70% do valor controle na maior concentração (Fig. 32b, n=6).
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Fig. 31 - a) - Registro representativo b) - Efeitos do DIDS (1-300p.M) sobre as
contrações induzidas pela 5-HT (10 p,M, n=6) em fundo isolado de estômago de rato.
Os valores são médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados
foram considerados estatisticamente diferentes para p<0,05 (*).
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Fig. 32 - a) - Registro representativo b) - Efeitos do DIDS (1-300p.M) sobre as 
contrações induzidas pela ACh (10p.M, n=8) e pelo KCI (60mM, n=6) em fundo isoladp 
de estômago de rato. Os valores são médias ± erro padrão da média (barras verticais) 
de n experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
p<0,05 (*).
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3.2 EFEITOS DOS BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CLORETO E DE 
CÁLCIO SOBRE AS RESPOSTAS CONTRÁTEIS E ELÉTRICAS 
INDUZIDAS PELA SOLUÇÃO HIPOTÔNICA

3.2.1 Curva de hipotonicidade-resposta

Para avaliarmos os efeitos dos bloqueadores de canais de cloreto e a 
participação do cálcio extracelular sobre as contrações induzidas pela solução 
hipotônica, inicialmente investigamos o percentual de NaCI adequado a ser 
modificado na solução fisiológica de Tyrode para obtermos a solução 

hipotônica de uso experimental. Desde que a permeabilidade da membrana 
depende do grau de hipotonicidade (Von Weikersthal et al., 1997), 

construímos uma curva de contração hipotonicidade-resposta diminuindo a 

concentração de NaCI de 136mM (100%) para 102 (75%), 68 (50%), 34 (25%) 

e 0 (0%) mM da solução de Tyrode normal (Fig. 33a, n=5). A resposta contrátil 

induzida pelo KCI (60mM) foi utilizada como parâmetro de referência na 

contratilidade induzida pela solução hipotônica.

A solução hipotônica com 102mM (75%) de NaCI produziu uma 

contração média transitória de 3,05 ± 0,58g equivalente a 85 ± 6,86% da 

contração induzida por 60 mM de KCI. Desde que esta contração logo 

retomou, espontaneamente, à linha basal, ela foi considerada inviável para o 

desenvolvimento do presente trabalho. As outras soluções com’68mM (50%), 

34mM (25%) e OmM (0%) de NaCI produziram contrações médias 

equivalentes a 3,53 ± 0,56g, 3,86 ± 0,53g e 4,1 ± 0,62g (n=5), 

correspondentes a 102,44 ± 2,82%, 114,74 ± 4,99% e 122,13 ± 7,7% (Fig. 

33b, n=5) da contração induzida por 60mM de KCI, respectivamente. Desde 
que a solução hipotônica com 68mM (50%) de NaCI (SH) tenha induzido uma 

contração submáxima sustentada e reproduzível equivalente àquela induzida 

por 60mM de KCI, consideramos ser mais adequada e, portanto, foi aplicadà 
em nossos experimentos.
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Fig. 33 - a) - Registro representativo b) - Curva de hipotonicidade-resposta induzida' 
pela SH, reduzindo a concentração de NaCi para 102, 68, 34 e 0 mM de NaCI (n=5) da 
solução de Tyrode normal (135mM NaCi) em fundo isolado de estômago de rato. 
Valores mostrados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n 
experimentos comparados com a contração induzida por 60mM de KCI (controle).
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3.2.2 Efeitos da solução zero-cloreto sobre as contrações induzidas pela 

solução hipotônica

Considerando que o cloreto esteja, fisiologicamente, envolvido em 
vários mecanismos reguladores do volume celular, como por exemplo, 
participando na troca CI7HCO3', no co-transporte Na+/K+/2CI’ e por ter sua 
condutância sensível ao aumento de volume celular (Strange et al., 1996; 

Hoffmann & Dunham, 1995), investigamos os efeitos da substituição do 

cloreto na resposta contrátil induzida pela solução hipotônica com 68mM de 

NaCI (50%) (SH). Avaliamos òs efeitos de duas soluções hipotônicas isentas 
de cloreto, gluconato (SH-GLU) e acetato (SH-AC), preparadas pelas 
substituições isotônicas dos sais de óloreto pelos respectivos sais de 

gluconato e acetado, similarmente, à preparação utilizada no trabalho de Xu 

et al. (1997), no qual reduziu a concentração de cloreto extracelular 

substituindo o cloreto de sódio pelo gluconato de sódio, equimolarmente.

Aplicações solução hipotônica (SH) produziram contrações sustentadas 

e reproduzíveis com amplitude média equivalentes a 2,11 ± 0,30g (n=10). 

Substituindo-se a solução de banho de Tyrode normal pela respectiva solução 

isenta de cloreto (GLU), as contrações espontâneas e o tônus basal 

permaneceram inalterados. A aplicação da solução de SH-GLU reduziu as 

contrações para 70,01 ± 3,66% em relação ao valor controle (SH) (Fig. 34b, 
n=10). Após 15-20 minutos da reposição do cloreto, a resposta contrátil 

induzida pela SH foi plenamente restabelecida, como mostramos no final do 
registro representativo (Fig. 34a).

Em grupo experimental à parte, aplicações solução hipotônica (SH) 

produziram contrações sustentadas e reproduzíveis com amplitude média 

equivalentes a 1,59 ± 0,53g (n=4). Em contraste aos efeitos da SH-GLU, 

quando os sais de cloreto foram substituídos pelos respectivos sais de acetato 

na solução hipotônica (SH-AC), as respostas foram completamente diferentes. 

A aplicação de solução isenta de cloreto (AC) induziu ampla e transitória 
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contração, em todos os experimentos, que rapidamente retornou aos níveis 

basais. Três dos quatro experimentos, mostraram redução da atividade 

espontânea da preparação e diminuição do tônus basal. A resposta contrátil 

induzida pela SH-AC foi aumentada para 129,11 ± 7,74% do valor controle 

(SH) (Fig. 35b, n=4). Imediatamente após a reposição das condições normais 
de cloreto, houve retomo da atividade espontânea no nível da linha basal. 
Após 10-20 minutos, mostramos a recuperação da resposta contrátil da SH no 
final do registro representativo (Fig. 34a).
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Fig. 34 - a) - Registro representativo b) - Efeitos da substituição do cloreto pelo 
gluconato na solução hipotônica (SH-OCI-GLU, n=10) sobre as contrações induzidas 
pela SH em fundo isolado de estômago de rato. Os valores são médias ± erro padrão da 
média de n experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes 
para p<0,05 (*).
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Fig. 35 - a) - Registro representativo b) - Efeitos da substituição do cloreto pelo acetato 
na solução hipotônica (SH-0CI-AC, n=4) sobre as contrações induzidas pela SH em 
fundo isolado de estômago de rato. Os valores são médias ± erro padrão da média de n 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
p<0,05 (*).
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3.2.3 Efeitos da nifedipina e da solução zero-cálcio sobre as contrações 

induzidas pela solução hipotônica

Desde que o cálcio esteja envolvido no mecanismo contrátil induzido 

por agonistas, avaliamos o seu possível envolvimento na contração induzida 

pela solução hipotônica (SH), utilizando a nifedipina, um clássico bloqueador 

dos canais de cálcio dependentes de voltagem, e removendo o cálcio do meio 
extracelular.

A SH induziu contrações estáveis e reproduzíveis com amplitudes 

médias equivalentes a 1,94 ± 0,28g (n=6). Na presença de nifedipina (10'8 - 

10'6M) as contrações foram inibidas de maneira dependente de concentração 

com redução para 16,35 ± 4,02% do valor controle para a maior concentração 

(Fig. 36b, n=6). Em todas as concentrações a nifedipina reduziu o tônus basal 

e as contrações espontâneas da preparação.

Em grupos diferentes de animais, a SH induziu contrações estáveis e 

reproduzíveis com amplitudes médias equivalentes a 2,28 ± 0,28g (n=8), as 

quais foram tratadas como controles. Aplicações de solução de Tyrode OCa 

(anexo A) contendo 2mM de EGTA aboliu, completamente, as oscilações 
espontâneas e reduziu o tônus basal da preparação. A ausência de resposta 
contrátil pelo estímulo com KCI (60mM) indica a ausência de cálcio 

extracelular (Fig. 37a). Nestas condições, as contrações induzidas pela SH 

foram totalmente abolidas. Após, aproximadamente, 10 minutos da reposição 

das condições normais de cálcio extracelular com solução de Tyrode normal, 

houve total recuperação do tônus basal, da atividade espontânea e da 
contração induzida pela SH, mostrada no final do registro representativo (Fig. 
37b).
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Fig, 36 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios da NIF (10-8 - 10’6M) sobre , 
as contrações induzidas pela SH (50% NaCI, n=6) em fundo isolado de estômago de 
rato. Os valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de 
n experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
p<0,05(*).
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Fig. 37 - a) - Registro representativo b) - Efeitos da solução OCa sobre as contrações 
induzidas pela solução hipotônica (SH 50%NaCI, n=8) em fundo isolado de estômago x3e 
rato. Os valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
P<0,05(*).
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3.2.4 Efeitos do ácido niflúmico, DIDS, tamoxifeno e NPPB sobre as 

contrações induzidas pela solução hipotônica

Vários estudos em músculo liso mostram que o ácido niflúmico, em 

baixas concentrações (<30piM), possui grande seletividade em inibir as 

correntes de cloreto ativadas pelo cálcio (ICI(Ca)) (Hogg et al., 1994a; Large & 

Wang, 1996). Recentemente, estudo em veia porta de coelho caracterizou 

um outro tipo de corrente de cloreto ativada pela hipotonicidade (Iswell) com 

propriedades diferentes das I.CI(Ca), a qual foi inibida em baixas concentrações 
de tamoxifeno (anti-estrogênico, Fig.3) e DIDS (derivado stilbeno), mas 
insensível ao ácido niflúmico (Greenwood & Large, 1998). Estudos recentes 

mostram que, em culturas de células endoteliais de cérebros de ratos, o 

NPPB, DIDS e tamoxifen inibem ás correntes de cloreto ativadas por 

hipotonicidade (Von Weikersthal et al., 1999) e que, em cultura de células 

humanas de astrocitoma, o DIDS, SITS e NPPB também inibem estas 
correntes com maiores potências do que o ácido niflúmico (Bakhramov et al., 

1995). Embora esteja bem evidente que a hipotonicidade ative uma 
condutância de cloreto em vários tipos de células, os estudos funcionais em 

músculo liso não vasculares parecem carecer de informações. Portanto, 

desde que NFA, DIDS, tamoxifeno e do NPPB tenham sido utilizados como 

clássicas ferramentas farmacológicas jieste tipo de investigação, decidimos 
avaliar os seus efeitos sobre as contrações induzidas pela solução hipotônica.

Desde que o NFA e NPPB foram dissolvidos em DMSO, controles 
pareados foram expostos ao DMSO em concentrações equivalentes àquelas 

utilizadas nos experimentos, mostrando que a resposta induzida pela SH não 

foi inibida ao longo do período experimental (Fig. 38, n=4). As avaliações dos 
efeitos produzidos NFA, DIDS, tamoxifeno e NPPB foram realizados em 

grupos experimentais diferentes, nos quais a solução hipotônica induzi^ 

contrações estáveis e reproduzíveis com amplitudes médias equivalentes a 
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3,99 ± 0,42g (n=6), 2,45 ± 0,52g (n=6), 3,5 ± 0,41 g (n=8) e 2,82 ± 0,58g (n=5), 

respectivamente.

O ácido niflúmico (1-100pM) reduziu as contrações induzidas pela SH 

para 53,4 ± 0,42% e para 10,93 ± 1,89% do valor controle (Fig. 39b), nas 

concentrações de 30pM e 100ptM, respectivamente. Entretanto, na maior 

concentração (100pM) as oscilações espontâneas foram, sensivelmente, 

reduzidas. O final do registro representativo mostra a total reversibilidade dos 
efeitos inibitórios do ácido niflúmico pela completa recuperação da contração 

induzida pela SH (Fig. 39a). Em contraste, o DIDS (1-100pM) potencializou os 

efeitos contráteis induzidos pela solução hipotônica, aumentando para 141,17 

± 7,7% do valor controle, na maior concentração (Fig. 40b). Após 20-30 

minutos na ausência do DIDS, a contração induzida pela SH retornou à 

amplitude equivalente ao controle (Fig. 40a). O tamoxifeno (1-100gM) e o 

NPPB (1-100|iM) mostraram efeitos inibitórios significativos apenas na 

concentração de 100piM, reduzindo as contrações induzidas pela SH para 

59,06 ± 4,26% (Fig. 41b) e 15,67 ± 1,99% (Fig. 42b) do valor controle, 

respectivamente. A partir de 30pM o NPPB aboliu quase que totalmente a 

atividade espontânea da preparação (Fig.42a).
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Fig. 38 - a) - Registro representativo b) - Ausência de efeitos inibitórios do DMSO 
sobre as contrações induzidas pela SH (50% NaCI) em fundo de estômago de rato 
(n=4), em diluições equivalentes àquelas utilizadas com NFA. Os valores mostrados 
são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n experimentos pareados e 
os resultados foram considerados estatisticamente diferentes do controle para p<0,05
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Fig. 39 - a) - Registro representativo b) - Efeitos inibitórios do NFA (1 - 100p.M) sobre
as contrações induzidas pela SH (50% NaCI, n=6) em fundo isolado de estômago de
rato. Os valores apresentados são médias ± erro padrão da médio (barras verticais) de
n experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para
p<0,05(*).
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Fig. 40 - a) - Registro representativo b) - Ausência de efeitos inibitórios do DIDS (1 - 
100pM) sobre as contrações induzidas pela SH (50% NaCI, n=6) em fundo isoladc/de 
estômago de rato. Os valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras 
verticais) de n experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente 
diferentes para p<0,05(*).
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Fig. 41 - a) - Registro representativo b) - Efeitos do TAM (1 - 100pM) sobre as 
contrações induzidas pela SH (50% NaCi, n=8) em fundo isolado de estômago de rato.' 
Os valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
p<0,05(*).
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Fig. 42 - a) - Registro representativo b) - Efeitos do NPPB (0,1 - 100pM) sobre as 
contrações induzidas pela SH (50% NaCI, n=5) em fundo isolado de estômago de rato/ 
Os valores apresentados são médias ± erro padrão da média (barras verticais) de n 
experimentos e os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para 
P<0,05(*).
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3.2.5 Efeitos do ácido niflúmico e da nifedipina sobre a despolarização 

da membrana induzida pela solução hipotônica

Empalamentos seriados em solução fisiológica de Tyrode normal (TN) 

produziram um potencial de membrana médio de -57,25 ± 1,41 mV (n=4), 

derivado dos registros de um total de 90 células (N) dos “n” experimentos 

realizados, o qual foi tratado como controle. Aplicação de solução hipotônica 
(SH) com fluxo de 25-30 gotas/minuto, induziu uma despolarização lenta e 

progressiva, levando o potencial médio de -57,25 ± 1,41 mV (n=4, N=90) para 

-9,9 ± 0,89 mV (n=4, N=129), no período de 15-30 minutos, o qual foi 

completamente restabelecido após a reposição de TN (-56,66 ± 1,74 mV, n=4, 

N=83). A adição de ácido niflúmico (30pM) não alterou o potencial de repouso 

da membrana em solução de TN (-59,70 ± 1,31 mV, n=4, N=89), mas inibiu 

completamente a despolarização induzida pela SH, mantendo o valor médio 

de potencial de -58,54 ± 0,82 mV (n=4, N=122), um valor bem próximo do 

potencial de controle (Fig. 43). Em contraste, a adição de nifedipina (1jiM) não 

mostrou qualquer efeito inibitório sobre a despolarização induzida pela SH, 

onde o valor do potencial de membrana médio foi de -11,83 ± 0,26 mV (n=4, 

N= 189) e -12,56 ± 1,99 mV (n=4, N=167) na ausência e na presença de 

nifedipina, respectivamente (Fig. 44).
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Contr. SH TN TN+NFA SH+NFA

Fig. 43 - Efeitos inibitórios do NFA (30p.M, rí=4) sobre a despolarização da membrana 
induzida pela SH (50%NaCI) em fundo isolado de estômago de rato. Os valores são 
médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados foram considerados 
estatisticamente diferentes do controle para p< 0,05 (*). O “N” indica o número total de 
medidas de potenciais de membrana de “n” experimentos realizados.

Fig. 44 - Ausência de efeitos inibitórios da NIF(1pM, n=4) sobre a despolarização da 
membrana induzidas pela SH (50%NaCI) em fundo isolado de estômago de rato. Os 
valores são médias ± erro padrão da média de n experimentos e os resultados foram 
considerados estatisticamente diferentes do controle para p < 0,05 (*). O “N” indica o 
número total de medidas de potenciais de membrana de “n” experimentos realizados.
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4 DISCUSSÃO

Vários trabalhos reportam o envolvimento dos canais de cloreto na 

contração induzida por agonistas e na regulação do volume celular em 
músculo liso vascular. A idéia central de nosso trabalho teve início com os 

trabalhos de Criddle et al. (1996) onde descreveram, pela primeira vez, uma 

possível seqüência de eventos envolvendo os canais de cloreto ativados pelo 

cálcio intracelular (CI(Ca)) e a ativação dos canais de cálcio dependentes de 
voltagem (VDCC) que levariam à contração do músculo liso. 
Subseqüentemente, uma segunda questão importante observada por Criddle 

et al. (1997) foi que as respostas pressoras induzidas pela 5-HT foram mais 

sensíveis do que aquelas induzidas pela noradrenalina aos efeitos inibitórios 

do ácido niflúmico (NFA), o mais seletivo dos bloqueadores das correntes de 

cloreto ativadas pelo cálcio intracelular (ICI(Ca)) (Large & Wang, 1996). 
Adicionalmente, estudos mais recentes mostram que outros bloqueadores das 

correntes de cloreto, como por exemplo, o tamoxifeno (TAM) e o ácido 4,4’- 

diisotiocianatostilbeno-2,2’-dissulfônico (DIDS), foram mais eficientes em inibir 

um outro tipo de corrente de cloreto ativada pelo volume celular (Iswell), as 

quais possuem propriedades farmacológicas bem distintas das ICI(Ca) e são 

insensíveis aos efeitos inibitórios do NFA em células isoladas de veia porta de 

coelhos (Greenwood & Large, 1998). Essas informações sugerem um 
possível papel fisiológico destas correntes de cloreto em muitos mecanismos 

fisiológicos, principalmente, na despolarização da membrana onde levaria à 

contração do músculo liso. Entretanto, várias das evidências sobre esses dois 

tipos de correntes decorrem de estudos em músculo liso vascular, mas, em 
tecido não vascular, há pouca informação sobre seus possíveis papéis 
fisiológicos. Portanto, considerando a grande sensibilidade da 5-HT ao NFA e 

a escassez de informação sobre as correntes de cloreto em tecido não 

vascular, o presente estudo avaliou o envolvimento funcional dos canais de 

cloreto ativados pelo cálcio (CI(Ca)) e pelo volume celular (Iswell) em músculo 
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liso longitudinal de fundo de estômago de rato, um tipo de tecido não vascular 

visceral, classicamente, utilizado nas investigações dos efeitos da 5-HT 
(Vane, 1957).

4.1 CANAIS DE CLORETO ATIVADOS CÁLCIO INTRACELULAR (CI(Ca))

4.1.1 Efeitos do ácido niflúmico e da nifedipina sobre as contrações 

induzidas pela 5-hidroxitriptamina, acetilcolina, prostaglandina-F2a 
e cloreto de potássio

O ácido niflúmico (NFA) e demais derivados do ácido N-arilantranílico, 
são genericamente conhecido como fenamatos, uma classe de drogas 
antiinflamatórias não esteroidais que bloqueiam o metabolismo do ácido 
araquidônico pela inibição da enzima cicloxigenase (Egan et al., 1978; 

Boschelli et al., 1993). Vários trabalhos reportam seus efeitos antiinflamatórios 

em situações clínicas como, por exemplo, no tratamento de pacientes com 

osteoartrite digital (Treves et al., 1995), em pacientes submetidos à cirurgia 

plástica, onde o NFA modificou a resposta de fase aguda, especialmente, aos 
níveis de proteína de fase aguda (Bienvenu et al., 1985) e no tratamento de 
patologias agudas das vias aéreas, nas quais o morniflumato, outro fenamato, 

mostrou efeitos analgésicos, antipiréticos e antiinflamatórios (Girbino et al., 

1990; Marchioni et al., 1990). Embora,a atividade biológica desse grupo de 

medicamentos tenha sido descoberta na década de 50, os fenamatos não 

obtiveram boa aceitação clínica. Terapeuticamente, eles não apresentam 
quaisquer vantagens sobre as outras drogas antiinflamatórias e podem, em 
alguns casos, causar efeitos colaterais como a hipersensibilidade (Femandez- 
Rivas et al., 1993) e diarréia. Desde que os fenamatos inibam a enzima 

cicloxigenase e reduzam tanto as respostas contráteis induzidas pela 

noradrenalina em aorta de rato (Criddle et al., 1996) quanto as ICI(Ca) 

evocadas por agonistas (Hogg et al., 1994a), um estudo recente em músculo 

liso de aorta de rato mostrou que a indometacina, um potente inibidor da 

cicloxigenase, não alterou as respostas contráteis induzidas pela 
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noradrenalina (Lamb & Barna, 1998b), sugerindo que os efeitos inibitórios dos 
fenamatos sobre as contrações induzidas pela noradrenalina ocorram, 
independentemente, dos efeitos inibitórios sobre a cicloxigenase. Portanto, 

como o NFA possui potentes efeitos inibitórios sobre as correntes de cloreto 
ativadas pelo cálcio intracelular (ICI(Ca)), ele tem sido o principal composto, 

desta classe de drogas, utilizado como ferramenta farmacológica nas 

investigações sobre o envolvimento dos canais de cloreto na fisiologia do 
músculo liso.

O crescente interesse em conhecer as propriedades das correntes de 

cloreto ativadas pelo cálcio intracelular (ICI(Ca)) advém das evidências de seu 

envolvimento na contrátilidade induzida pór agonistas em músculo liso (Large 

& Wang, 1996). A falta de agentes bloqueadores seletivos dessas correntes 

tem retardado as investigações sistemáticas para a elucidação do seu 

possível papel fisiológico. Entretanto, dentre os vários clássicos bloqueadores 

das ICI(ca), o ácido niflúmico (NFA), em concentrações adequadas, parece ter 

maior seletividade e desponta como a principal ferramenta farmacológica para 

os estudos das ICI(Ca) na eletrofisiologia e contrátilidade do músculo liso. Os 

resultados do presente trabalho sugerem que os CI(Ca) estejam envolvidos 

com maior ou menor relevância nos mecanismos contráteis induzidos por 

agonistas como a 5-HT, ACh e PGF2a em músculo liso longitudinal de fundo 

de estômago de rato.

Os nossos resultados mostram que NFA exerce potentes efeitos 

inibitórios seletivos, reversíveis e dependentes de concentração sobre as 
contrações induzidas pela 5-HT. Esses efeitos ocorreram em concentrações 
suficientes para inibir as ICI(Ca), como previamente reportadas em vários tipos 
de células de músculo liso como, por exemplo, em cultura de células de tecido 

vacular (Pacaud et al., 1989a), em miócitos de traquéia de cães e cobaios^ 

(Janssen & Sims, 1992), em esôfago de coelhos (Akbarali & Giles, 1993) e em 

veia porta de coelhos (Hogg et al., 1994a). Em contraste, as respostas 
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contráteis induzidas pela ACh em fundo isolado de estômago de rato foram 

insensíveis ao NFA, similarmente, aos resultados obtidos em traquéia isolada 

de rato (Teixeira et al., 2000), enquanto a resposta da PGF2« foi inibida em 

menor proporção. A taquifilaxia ou dessensibilização é um fenômeno biológico 
onde o efeito produzido por uma droga pode diminuir, gradualmente, ao longo 

do tempo após exposições sucessivas à mesma. Desde que nos 

experimentos controles pareados na ausência de NFA a resposta da 5-HT 

não diminuiu ao longo do período experimental, isto sugere que a redução da 

resposta induzida pela 5-HT foi devido aos efeitos inibitórios do NFA e não 
pela taquifilaxia. Adicionalmente, a amplitude da contração controle foi 
recuperada no final do período experimental.

Recentemente, um estudo detalhado em miócitos de artéria pulmonar 

de rato mostrou que concentrações micromolares de NFA (10-50pM) inibiram 

as ICI(ca), reduzindo tanto a despolarização quanto a contração induzida pela 

5-HT, sugerindo que esta corrente de cloreto contribuiría para a 

vasoconstrição induzida por agonista despolarizando a membrana celular. 
Além disso, em meio zero-cálcio, o ácido niflúmico não modificou a liberação 

do cálcio intracelular induzido pela 5-HT (Yuan, 1997) e nem reduziu as 

contrações induzidas pela noradrenalina e 5-hidroxitriptamina em aorta e leito 

mesentérico isolados de rato, respectivamente (Criddle et al., 1996, 1997), 

sugerindo ser pouco provável o envolvimento do NFA na mobilização de 

cálcio dos estoques intracelulares. Adicionalmente, desde que o NFA reduza 
as respostas contráteis induzidas por drogas como a noradrenalina (Criddle et 

al., 1996, 1997), 5-hidroxitriptamina (Yuan, 1997; Teixeira et al., 2000) e iniba 

as correntes iônicas induzidas pela endotelina-1 (Hyvelin et al., 1998), 

angiotensina II, cafeína e ATP (Guibert et al., 1997), isto reforça que o seu 

efeito não ocorra ao nível de receptores específicos, mas atua bloqueando um 

mecanismo que seja comum às respostas induzidas pelos agonistas.
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Vários trabalhos mostram que substâncias excitatórias despolarizam a 
membrana celular pela ativação de canais catiônicos não seletivos, ativação 
de canais de cloreto ou pela supressão de canais de potássio (Benham et al., 

1985; Byme & Large, 1987a,b; White & Aylwin, 1990; Loirand et al., 1991; 

Pacaud et al., 1991; Janssen & Sims, 1992; Greenwood & Large, 1995; 

Hatakeyama et al., 1995; Large & Wang, 1996; Yuan, 1997), aumentando a 
probabilidade de abrir os canais de cálcio dependentes de voltagem (VDCC) 
permitindo influxo de cálcio e contração do músculo liso. Desde que o NFA 

bloqueie, seletivamente, a condutância de cloreto pela inibição dos CI(Ca). 
aqueles agonistas que exercerem seus efeitos, principalmente, pela ativação 

de mecanismos que envolvam as correntes de cloreto, possivelmente, serão 
mais susceptíveis aos efeitos inibitórios do NFA.

O músculo liso longitudinal de fundo de estômago de rato expressa, 

ricamente, o subtipo de receptor 5-HT2b, sugerindo que seja o principal 
mediador das contrações induzidas pela 5-HT neste tecido (Foguet et al., 

1992; Wainscott et al., 1993, 1996; Baxter et al., 1994; Hoyer et al., 1994; 

Kursar et al., 1994; Cox & Cohen, 1995a, 1996), levando a ativação das 

ICI(ca). Entretanto, o mecanismo de transdução e sinalização intracelular 
envolvido na ativação dos receptores 5-HT2B permanece desconhecido, mas 

parece haver consenso de que o mecanismo de sinalização e contração do 

músculo liso ativado pela estimulação dos receptores ’ 5-HT2B seja 
dependente, principalmente, do influxo de cálcio via VDCC (Secrest et al., 

1989; Smaili et al., 1991; ver introdução). Clonagens dos receptores 5-HT2B de 

fundo de estômago de rato e, subseqüentemente, indução de sua expressão 

e estimulação pela 5-HT (10|iM) em oócitos deXenopus laevis mostraram que 

eles estão diretamente ligados à ativação de canais de cloreto (Foguet et al., 

1992). Adicionalmente, estudo em células epiteliais de plexo coróide de rato 

também mostra que a 5-HT ativa uma condutância seletiva ao cloreto (Gamer 

et al., 1993). Essa aparente relação farmacológica dos receptores 5-HT2B com 

a ativação dos CI(Ca) parece fazer a diferença entre o seu mecanismo de ação
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com aqueles induzidos pela ACh e PGF2a. Alguns estudos deixam evidências 

fundamentais que permitem discutir possíveis diferenças de sensibilidade ao 
NFA entre os agonistas avaliados na presente pesquisa.

Por exemplo, um estudo em fundo de estômago de rato mostra que a 
resposta contrátil induzida pela carbamilcolina, um análogo estrutural da ACh, 
induziu liberação de trifosfato de inositol (IP3), o que não ocorre com as 

respostas induzidas pela 5-HT e PGF2a (Secrest et al., 1989). Neste mesmo 

estudo, a carbamilcolina foi bem menos sensível aos inibidores dos VDCC do 

que a 5-HT e PGF2a. Semelhantemente, as respostas induzidas pela 5-HT 

foram inibidas pela remoção do cálcio extracelular, enquanto aquelas 
induzidas pelo carbacol não foram, significantemente, alteradas (Smaili et al., 
1991), sugerindo que o cálcio extracelular e o intracelular sejam prioritários 

para os efeitos contráteis induzidos pela 5-HT e ACh, respectivamente. 

Adicionalmente, a ativação de receptores muscarínicos leva à ativação de 

canais catiônicos não seletivos (Ito et al., 1993; Lee et al., 1993), uma via de 

influxo de cálcio diferente dos VDCC, mas também ativa uma condutância de 

cloreto em miócitos de traquéia de cobaio (Janssen & Sims, 1992), esta 
corrente foi, possivelmente, ativada pelo aumento da concentração de cálcio 
intracelular. Diferentemente da ACh e 5-HT, os efeitos contráteis induzidos 

pela PGF2a envolvem a ativação de duas proteínas quinasesl a PKCa e a 

PKCe, as quais são dependentes e independentes de cálcio, respectivamente 

(Kanashiro & Khalil, 1998), além disso não ativam a hidrólise do 
fosfatidilinositol da membrana para geração de IP3 e liberação do cálcio dos 
estoques intracelulares (Heaslip & Sickels, 1989; Secrest et al., 1989).

No presente trabalho, o NFA inibiu as respostas induzidas pela 5-HT e, 

em menor proporção, pela PGF2a, mas não afetou aquelas induzidas pela
/

ACh. Isto sugere que a ACh e a PGF2u ativem mecanismos pouco ou

insensíveis aos efeitos do NFA, diferentemente, daqueles ativados pela 5-HT.

Desde que os três agonistas induzam contrações por mecanismos
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completamente distintos, é possível especular que a diferença de 

sensibilidade ao NFA esteja, principalmente, no mecanismo de ativação ou 

geração de segundos mensageiros. Ao que nos parece, a geração de IP3 e a 
ativação dos canais catiônicos não seletivos pela ACh seriam os principais 
responsáveis pela sua resistência aos efeitos do NFA. Por outro lado, há 

evidências de que a 5-HT e as PGF2ct ativem a PKC (Secrest et al., 1990; 

Kanashiro & Khalil, 1998). Assim, desde que a PKC se desloque para uma 
região próxima dos canais de cálcio da membrana celular em músculo liso 

vascular, é possível que a atividade da PKCa tenha relação com a entrada de 
cálcio extracelular (Kanashiro & Khalil, 1998), embora este mecanismo não 

esteja completamente elucidado sendo, possivelmente, resistente aos efeitos 

aos efeitos do NFA. Além disso, desde que a ativação da PKCS produza 

contração independente do cálcio, isto pode contribuir para a menor 

sensibilidade da PGF2a aos efeitos da remoção do cálcio extracelular e parte 

do efeito contrátil residual induzido pela 5-HT inafetado pelo NFA. Como 
permanece obscuro o mecanismo de transdução de sinais induzido pela 

ativação dos receptores 5-HT2B, não se pode descartar a possibilidade de que 
haja um mecanismo desconhecido que ligue a ativação dos receptores 5-HT2B 

com os canais de CI(Ca) que justifique a maior sensibilidade da 5-HT ao NFA. 

Portanto, desde que os três agonistas induzam contrações por mecanismos 

distintos, os nossos resultados sugerem que a ativação dos'CI(Ca) seja de 
maior importância funcional para as respostas induzidas pela 5-HT em fundo 

de estômago de rato, compatível com a seletividade inibitória do ácido 
niflúmico.

A utilização de NFA em concentrações acima de 50pM, portanto, acima 

daquelas utilizadas na maioria dos experimentos do presente estudo (<30p.M), 

mostra efeitos não seletivos inibindo os VDCC, ativando canais de potássio 
em veia porta de coelho e de rato (Hogg et al., 1994a) e ativando canais de 

potássio sensível ao ATP (KATp) em veia porta de rato (Kirkup et al., 1996a).
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Em fundo de estômago de rato, concentrações iguais ou inferiores a 30ptM de 

NFA não inibiram as contrações induzidas por 20 e 60mM de KCI, 

similarmente, aos estudos previamente realizados em aorta de rato (Criddle et 

al., 1996), em leito mesentério vascular (Criddle et al., 1997), em intestino de 

coelho (Patacchini et al., 1996) e em artéria pulmonar de rato (Yuan, 1997). 

Desde que as contrações induzidas pelo KCI dependam, exclusivamente, do 
influxo de cálcio extracelular, nossos resultados indicam que o NFA, nesta 
faixa de concentração, não interage com os VDCC e nem com os canais de 

potássio. Em contraste à falta de efeitos inibitórios do NFA, a nifedipina (1piM), 

um seletivo bloqueador de VDCC, e a levcromacalina (3pM), um ativador de 

canais de potássio, aboliram completamente as contrações induzidas por 60 e 
20 mM de KCI, respectivamente.

As informações presentes indicam que a magnitude dos efeitos 

inibitórios do NFA (30pM) sobre as contrações induzidas pela 5-HT em fundo 

de estômago de rato foi de, aproximadamente, 85%, um efeito mais potente 

do que aqueles previamente encontrados em leito mesentérico vascular 

(-50% com 30pM; Criddle et al., 1997) e em artéria pulmonar (-55% com 

50pM; Yuan, 1997). Isto pode refletir que a ativação dos Cl(ca) tenha maior 

relevância fisiológica no processo de contração induzido pela 5-HT em fundo 

de estômago de rato quando comparados aos efeitos produzidos em músculo 

liso destes vasos sanguíneos, possivelmente, em conseqüência da presença 

de diferentes subtipos de receptores nesses tecidos (Humphrey et al., 1993; 

Hoyer et al., 1994). De acordo com os resultados de estudos anteriores em 

artérias mesentéricas (Criddle et al., 1997), as contrações induzidas pela 5- 

HT em fundo de estômago de rato foram inibidas na mesma proporção pela 

nifedipina, um bloqueador dos VDCC, um efeito de similar magnitude àqueles 

produzidos pela nitrendipina e isradipina no mesmo tipo de tecido (Secrest et 

al., 1989; Smaili et al., 1991). Desde que os efeitos inibitórios da nifedipina e 

do NFA não foram aditivos em fundo de estômago de rato, isto sustenta a 
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hipótese de que a ativação dos canais de cloreto ativados pelo cálcio 

intracelular (CICa) leva à despolarização da membrana e, consequentemente, 
abertura dos VDCC, influxo de cálcio e contração do músculo liso (Criddle et 

al., 1996). Esta hipótese é, claramente, apoiada pelos resultados de um 
estudo em artéria basilar de coelho onde a nifedipina inibiu a contração, mas 

não a despolarização, induzida pela 5-HT neste tecido (Clark & Garland, 
1993). Adicionalmente, os registros eletrofisiológicos em artéria pulmonar de 
rato, mostram que a corrente sensível ao NFA não foi afetada pela remoção 

do cálcio extracelular (Hyvelin et al., 1998). Ainda em artéria pulmonar de rato, 
estudos reportam que os graus de inibição do NFA e da nifedipina foram 
similares sobre as contrações induzidas por agonistas como a angiotensina-ll 

e endotelina-1 (Guibert et al., 1997; Hyvelin et al., 1998), embora seja digno 

de nota que, no mesmo tipo de tecido, a inibição induzida pelo NFA sobre as 

respostas contráteis induzidas pela endotelina-1, possa ocorrer 

independentemente do bloqueio dos canais de cloreto (Kato et al., 1999). 

Entretanto, no presente estudo, embora a nifedipina e o NFA tenham 
bloqueado a resposta induzida pela 5-HT em proporções similares em fundo 

de estômago de rato, o padrão da resposta sob os efeitos dessas drogas 

foram, fundamentalmente, diferentes. Por exemplo, o componente oscilatório 

da contração induzida pela 5-HT persistiu enquanto a contração tônica foi, 

substancialmente, reduzida pelo NFA e ambas as respostas foram 

completamente abolidas pela nifedipina.

Em contraste à grande sensibilidade das contrações induzidas pela 5- 

HT ao NFA (30pM), as respostas induzidas pela acetilcolina (ACh) não foram 

inibidas mesmo na presença de elevadas concentrações de NFA (100pM). 

Esta falta de efeito inibitório do NFA foi compartilhado com o efeito menos 

potente da nifedipina sobre a ACh e PGF2a, semelhantemente aos resultados 
reportados em fundo de estômago de rato utilizando outros bloqueadores dos 

VDCC (Secrest et al., 1989; Smaili et al., 1991).
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Substituindo o cloreto extracelular pelos íons gluconato, a contração 
induzida pela ACh exibiu pouca dependência do gradiente de cloreto, 
contrastando com a resposta induzida pela 5-HT que foi, sensivelmente, 
reduzida. Estas informações sustentam o argumento de que existe pouco ou 

nenhum envolvimento das ICI(Ca) nas contrações induzidas pela ACh em fundo 

de estômago de rato. Enquanto parece não existir qualquer estudo publicado 
examinando esta possibilidade em fundo de estômago de rato, certas 
evidências em outros tipos de músculos lisos do trato gastrointestinal são 

condizentes com esta hipótese. Por exemplo, em íleo isolado, a 

despolarização induzida pelo carbacol foi bem menos afetada pelas reduções 

do cloreto extracelular, substituído pelo benzenosulfonato, do que pelas 

reduções dos íons sódio (Bolton, 1972). Adicionalmente, a contração induzida 

pela ACh em músculo liso de estômago de cães (Sims, 1992) e a 

despolarização pelo carbacol e ACh em jejuno de coelho (Benham et al., 

1985) e em músculo longitudinal de íleo de cobaio (Inoue & Isenberg, 1990b), 

respectivamente, parecem ser mediada via ativação de canais catiônicos não 

seletivos, uma via, aparentemente, independente dos VDCC para o influxo de 

cálcio. Portanto, nossas informações são condizentes com os achados na 

literatura, sugerindo que a ativação das ICI(Ca) seja um mecanismo prioritário 

na contração induzida pela 5-HT que leva ao influxo de cálcio via VDCC, mas 
não pela ACh.

Nos experimentos em meio isento de cloreto (TN-OCI), imediatamente 

após as lavagens com TN-OCI observamos uma contração transitória que logo 

voltou a linha basal que, possivelmente, não foi decorrente do fluxo de cloreto 
em função de sua baixa permeabilidade em músculo liso. Neste tipo de tecido 

a permeabilidade dos íons potássio (PK), sódio (PNa) e cloreto (PCi) estão na 

proporção de 1 : 0,14 : 0,19, sendo que a permeabilidade absoluta do 

potássio é de 1,61.10' cm/s (Chipperfield & Harper, 2000), uma situação 

completamente diferente do tecido muscular esquelético onde a 

permeabilidade do cloreto é extremamente alta e importante no
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restabelecimento do potencial de membrana. Por exemplo, em músculo 

esquelético de sapo onde a PCi é alta, redução na concentração de cloreto 

extracelular de 120 para 30mM provoca uma despolarização transitória de 

aproximadamente 20mV, causada pela saída de cloreto em busca de seu 
equilíbrio, evidentemente, uma corrente despolarizante (Hodgkin & Horowicz, 

1959). Em seguida, pelo equilíbrio de Donnan, o potencial de membrana é 
restaurado sob baixas concentrações intracelulares de cloreto. Em contraste, 

em músculo liso, a despolarização transitória pela redução do cloreto 

extracelular é baixíssima ou inexistente, indicando ausência de fluxo de 
cloreto pela sua baixa permeabilidade neste tipo de tecido (Aickin & Brading, 
1982; Hirst & Van Helden, 1982). Inversamente, a alteração no potencial de 
membrana não altera a concentração intracelular de cloreto, isto é, 
despolarização de 23 mV em canal deferente de cobaio pelo aumento de 

potássio extracelular, não afetou a atividade do cloreto (Aickin & Brading, 

1983). Interessantemente, seguindo um raciocínio indireto, uma outra 

evidência citada por (Chipperfield & Harper, 2000), é que quando o sódio foi 

substituído pelo potássio houve discreto aumento no volume celular. Isto 
indica que a entrada de potássio estava favorecida pelo aumento no meio 
extracelular, mas foi impedido pela baixa permeabilidade do cloreto, de modo 

que não houve entrada de KCI para o meio intracelular e, conseqüentemente, 

a água não se deslocou osmoticamente. Portanto, as informações sugerem 

que o cloreto não esteja envolvido na contração transitória induzida pela 

solução OCI devido a sua baixa permeabilidade em músculo liso, entretanto, 
em fundo de estômago de rato parece não existir estudos conclusivos 

indicando o envolvimento ou não do cloreto.

Na presente pesquisa, o NFA figura como nossa principal ferramenta 

farmacológica. Entretanto, dentre suas propriedades farmacológicas já 

descritas, três considerações importantes devem ser feitas quanto aos seus 

efeitos. Primeiro, o NFA não inibiu a contração induzida pela 5-HT em meio 

zero-cálcio em leito mesentérico vascular e artéria pulmonar de rato (Criddle 
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et al., 1997; Yuan, 1997). Segunda, estudos em miócitos de artéria pulmonar 

de rato mostram que o NFA não interfere na liberação de cálcio dos estoques 
intracelular induzido pela 5-HT (Yuan, 1997). Terceira, que a corrente de 

cloreto sensível ao NFA não foi afetada pela ausência de cálcio extracelular 
(Hyvelin & Guibert, 1998). Conjuntamente, as três situações sugerem que o 
NFA não interage com os receptores da serotonina em fundo de estômago de 

rato e que a ativação dos CI(Ca) ocorre pelo cálcio liberado dos estoques 
intracelulares.

Experimentos na ausência de cálcio extracelular (TN-OCa), mostraram 

que as respostas induzidas pela 5-HT, ACh e PGF2a foram, sensivelmente, 

reduzidas, indicando que a resposta contrátil do músculo liso está, em última 

instância, ligado ao influxo do cálcio extracelular e/ou mobilização do cálcio 

intracelular. Desde que a resposta induzida pela ACh mostrou pouca 

sensibilidade aos efeitos inibitórios da nifedipina, isto sustenta a idéia de que 

o influxo de cálcio ocorra por uma via diferente da ativação dos VDCC, 
possivelmente, através dos canais catiônicos não seletivos (Chen et al., 

1993). De forma semelhante, as contrações induzidas em fundo de estômago 

de rato pela carbamilcolina, um composto análogo a ACh, foram, fracamente, 

inibidas pelo diltiazem e nitrendipina, os quais também bloqueiam os VDCC 

(Secrest et al., 1989), apoiando os nossos resultados.

A hidrólise do fosfatidilinositol é um mecanismo de geração de segundo 

mensageiro ativado por muitos hormônios e neurotransmissores. Por 

exemplo, a interação de agonistas colinérgicos com os receptores 

muscarínicos produz trifosfato de inositol (IP3) que leva à liberação de cálcio 

dos estoques intracelulares em vários tipos de tecidos (Downes, 1982; Baron 
et al., 1984; Best et al., 1985; Marc et al., 1986). Similarmente, ocorre 

liberação de IP3 pela interação da PGF2ct com seus receptores em tecidos^ 

como aorta de rato (Suba & Roth, 1987) e músculo papilar ventricular 

esquerdo de rato (Otani et al., 1988) e com a 5-HT em músculo liso de aorta, 
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útero e veia jugular de rato, mas não de traquéia (Cohen & Wittenauer, 1987), 
em plaquetas de coelhos (Schachter et al., 1985) e músculo liso vascular 

aorta torácica (Roth et al., 1984). Entretanto, estudo em fundo de estômago 

de rato mostra que a ACh, mas não a 5-HT e nem a PGF2ot, induz a geração 

trifosfato de inositol (IP3) como segundo mensageiro, sugerindo maior 
mobilização do cálcio intracelular nas contrações induzidas pela ACh do que 
pela 5-HT (Cohen & Wittenauer, 1987; Secrest et al., 1989). Assim, o fato de 

uma mesma substância ativar determinado sistema de segundo mensageiro 

em um tipo de tecido não pode ser extrapolado para outro. Fisiologicamente, 
as características teciduais podem justificar a expressão de diferentes 
subtipos de receptores para uma mesma substância endógena, indicando que 
que tal substância poderá ativar mecanismos distintos de acordo com o tipo 
de receptor presente no tecido alvo. Em particular, é possível que isto ocorra 

em fundo de estômago de rato onde, abundantemente, expressa receptores 

tipo 5-HT2B cujo mecanismo de sinalização intracelular permanece 

desconhecido. Portanto, é possível que a estimulação desse tipo de receptor 

esteja acoplada à ativação dos CI(Ca), suscitando novas investigações quanto 

a sua relevância fisiológica no estômago.

4.1.2 Efeitos do DCDPC e do DIDS sobre as respostas induzidas pela 5- 
hidroxitriptamina, acetilcolina q cloreto de potássio

»

Além do ácido niflúmico, avaliamos os efeitos de outros clássicos 

inibidores dos canais de cloreto ativados pelo cálcio (CI(Ca)), DCDPC e DIDS, 
sobre as respostas contráteis induzidas pela 5-HT, ACh e KCI. Ambas as 

drogas proveram menor seletividade inibitória do que o ácido niflúmico.

Embora o DCDPC, um análogo estrutural do ácido niflúmico, tenha 

reduzido as contrações induzidas pela 5-HT para, aproximadamente, 18% do 

controle, um valor equivalente aos efeitos inibitórios de 30pM de NFA, ele 

também inibiu as contrações induzidas pela ACh e pelo KCI na mesma faixa 

de concentração (1-30p.M) na qual o NFA não mostrou qualquer efeito. Isto 
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indica que o perfil inibitório do DCDPC foi bem diferente daquele exibido pelo 

NFA. De fato, estudo em células isoladas de veia porta de coelhos mostra que 
o DCDPC inibe, com similar potência, as ICI(Ca) e ativa a condutância de 
potássio em baixas concentrações (Greenwood & Large, 1997; Jagger & 

Ashmore, 1998). Além disso, em concentrações similares, o DCDPC inibiu 
canais catiônicos são seletivos em músculo liso de íleo de cobaio (Chen et al., 

1993) e em músculo liso respiratório (Janssen & Sims, 1992), um mecanismo 
ativado por agonistas colinérgicos como carbacol e acetilcolina via receptores 
muscarínicos (Benham et al.,, 1985; Inoue & Isenberg, 1990a,b; Sims, 1992; 
Inoue & Chen, 1993). Portanto, os efeitos inibitórios observados em nossos 

estudos sobre as contrações induzidas pela ACh e pelo KCI podem estar 

relacionados aos efeitos inespecíficos do DCDPC em afetar outras 

condutâncias além das ICI(Ca), o que não foi observado com o NFA na mesma 

faixa de concentração (<30nM). Desde que o NFA não tenha qualquer efeito 

inibitório sobre as contrações induzidas pela ACh e que a substituição do 

cloreto pelo gluconato (OCI-GLU) tenha tido um efeito inibitório bem menor 

sobre a ACh do que sobre a 5-HT, é possível que os efeitos inibitórios do 

DCDPC sobre essas contrações ACh tenha ocorrido, principalmente, pelas 

suas ações inibitórias sobre os canais catiônicos não seletivos e/ou ativação 

da condutância do potássio. Portanto, nossos resultados sugerem ser pouco 

provável o envolvimento das ICI(Ca) na contração induzida pela ACh em fundo 
de estômago de rato.

O DIDS, um outro bloqueador de canais de cloreto, estruturalmente, 
distinto do NFA, um derivado stilbeno, exibiu um perfil muito diferente do NFA 

e do DCDPC, deprimindo, preferentemente, as contrações induzidas pelo KCI 
e inibindo, fracamente, os efeitos induzidos pela 5-HT nas concentrações de 

30 e 300pM, respectivamente, enquanto as respostas contráteis induzidas 

pela ACh permaneceram inalteradas. Recentemente, um estudo em células 

isoladas de veia porta de coelhos sugere que o DIDS seja muito mais ativo 

em suprimir as correntes de cloreto ativadas pelo volume celular (Iswell) do 
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que sobre as ICI(Ca) (Greenwood & Large, 1998), o mesmo ocorrendo em 
cultura de células endoteliais cerebrais de ratos (Von Weikersthal et al., 1999). 
Desde que o trocador CI7HCO3‘ seja um dos principais mecanismos ativados 

na regulação do volume celular (Hoffmann & Dunham, 1995) e que seja 
sensível ao DIDS (Aickin & Vermue, 1983; Aickin & Brading, 1984; 
Chipperfield & Harper, 2000), isto suporta a sua maior eficiência inibitória do 
DIDS sobre as correntes ativadas por volume celular e, possivelmente, baixa 

atividade sobre as IC(Ca). Essas informações são condizentes com os nossos 

resultados, onde o DIDS não teve qualquer efeito sobre as contrações 

induzidas pela 5-HT, mesmo em concentrações bem superiores àquelas onde 
o NFA mostrou potente efeito inibitório. Embora o NFA e DIDS sejam 
clássicos bloqueadores dos canais de cloreto, suas afinidades parecem ser 

para condutâncias diferentes de cloreto. Desde que o DIDS não interfira nas 

respostas induzidas pela ACh, é possível especular que ele tenha pouca ou 

nenhuma influência sobre canais catiônicos não seletivos nas concentrações 

utilizadas neste estudo (<300pM), mas parece não existir na literatura 

qualquer estudo que elimine esta possibilidade. Entretanto, as pesquisas 

eletrofisiológicas em células isoladas de fundo de estômago de rato são 
imperiosas para elucidar esta marcante diferença entre os efeitos dos 

bloqueadores de canais de cloreto utilizados no presente estudo funcional.
4

Portanto, dentre os bloqueadores de canais de cloreto utilizados no 

presente estudo o NFA mostrou maior seletividade, sugerindo ser uma 
ferramenta farmacológica adequada para os estudos funcionais dos CI(Ca) em 
músculo liso longitudinal de fundo de estômago de rato.

4.2 CANAIS DE CLORETO ATIVADOS PELO VOLUME CELULAR 

(C Iswell)

A ativação dos canais de cloreto regulados pelo volume celular é 
completamente diferente dos outros canais de cloreto. Eles não são ativados 

por ligantes como aqueles operados pelo GABA e glicina no sistema nervoso 
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central, não são modulados por voltagem, pelo cálcio intracelular e nem 3’,5’- 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e são diferentes daqueles 
envolvidos na secreção de cloreto na fibrose cística.

As correntes de cloreto ativadas pelo volume celular (Iswell) (Nilius et 
al., 1994, 1996; Greenwood & Large, 1998) juntamente com aquelas ativadas 

pelo cálcio intracelular (ICI(Ca)) (Pacaud et al., 1989a, 1992; Lamb et al., 1994; 
Leblanc & Leung, 1995; Clapp et al., 1996; Large & Wang, 1996) constituem 
as duas importantes correntes de cloreto envolvidas na fisiologia do músculo 
liso. Entretanto, como os estudos sobre as correntes de cloretos sensíveis ao 
aumento do volume celular são uma área, relativamente, recente e pouco 

pesquisada, não temos ainda uma padronização quanto a uma nomenclatura 

universal para a designação deste tipõ de corrente. Por exemplo, as correntes 

Iswell são também conhecidas como CIVrac (canal iônico regulado pelo 

volume: “volume-regulated anion channel”), CIvsor (retificador para fora 

sensível ao volume: “volume-sensitive outward rectifier”) e Ici.vol (correntes 

de cloreto ativadas pelo volume: “volume-activated Cl' currents”), dificultando 

a linguagem científica e pode confundir o câmbio de informações neste setor 

da pesquisa. Portanto, o presente trabalho fará referências às “correntes de 

cloreto ativadas pelo aumento do volume celular” utilizando a designação 

“Iswell” adotada no trabalho de Greenxyood & Large (1998).
9

As Iswell foram reportadas em vários tipos de células (Okada, 1997) e 
estão envolvidas em uma variedade de funções celulares (Lambert & 

Hoffmann, 1993; Lang et al., 1993; Nilius et al., 1994, 1996;), mas apenas 

recentemente esta condutância teve suas propriedades bem caracterizadas 

em músculo liso vascular de veia porta de coelho (Greenwood & Large, 1998), 
mas se estas propriedades se estendem para âmbito de outros tipos de 

músculos lisos não-vasculares ainda permanece obscuro. /

A presente pesquisa mostra que o ácido niflúmico (NFA, 30pM), um 

bloqueador seletivo para as ICI(Ca), produziu efeitos inibitórios reversíveis e
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dependentes de concentração sobre as contrações induzidas pela solução 
hipotônica (SH) em fundo de estômago de rato, reduzindo a respostas para, 
aproximadamente, 53% do controle. Esta faixa de concentração foi a mesma 

necessária para inibir as correntes de cloreto ativadas pelo cálcio intracelular 

(ICI(ca)) como discutida anteriormente e previamente reportadas em vários 
outros tipos de músculo liso (Pacaud et al., 1989a; White & Aylwin, 1990; 
Janssen & Sims, 1992; Akbarali & Giles, 1993; Hogg et al., 1994a; Large & 
Wang, 1996). Entretanto, as correntes induzidas pela hipotonicidade parecem 

ser, fisiológica e farmacologícamente, diferentes de acordo com o tipo de 
músculo liso. Por exemplo, estudo em veia porta de coelho mostrou que as 

Iswell foram sensíveis aos efeitos de baixas concentrações de tamoxifeno, 
uma droga anti-estrogênica, ao DIDS, um derivado stilbeno, mas foi sensível 

ao ácido niflúmico (NFA) apenas em altas concentrações (IC50 = 100jiM) 

(Greenwood & Large, 1998). Porém, nesta faixa de concentração o NFA 

(100jiM) perde muito de sua seletividade por afetar outras condutâncias como 

a ativação de canais de potássio e inibição de canais de cálcio dependentes 

de voltagem (Hogg et al., 1994a; Greenwood & Large, 1995; Kirkup et al., 

1996a), sugerindo que o seu efeito inibitório tenha sido alheio à inibição das 

Iswell neste tecido. Adicionalmente, a aplicação de 17p-estradiol, um 

antagonista estrogênico, não afetou os,efeitos inibitórios do tamoxifeno sobre 

as Iswell, indicando que a ação dessa droga não envolve os receptores 

estrogênicos (Greenwood & Large, 1998) e, além disso, a inibição das Iswell 

pelo tamoxifeno tem sido reportada em vários outros tipos de células (Okada, 

1997). Mesmo que tenha sido eficiente em inibir as Iswell em miócitos de veia 
porta, o DIDS e outros clássicos bloqueadores de canais de cloreto como 

SITS e 9-AC possuem baixa afinidade pelas Iswell (Nilius et al., 1996). No 

presente estudo o tamoxifeno apresentou moderados efeitos inibitórios em
/

concentrações de 100piM, reduzindo a contração induzida pela SH para

aproximadamente 59% do valor controle e o DIDS (100pM) potencializou

estes efeitos aumentando as respostas à cerca de 41% do valor controle,
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mostrando que os nossos resultados funcionais são bem diferentes daqueles 

mostrados, eletrofisiologicamente, em veia porta de coelho (Greenwood & 
Large, 1998). Entretanto, um estudo em miócitos gástricos de cobaios mostra 

resultados condizentes com os nossos, onde 1OptM de NFA foram suficientes 

para inibir as Iswell (Xu et al., 1997), sugerindo que as correntes induzidas 

pela SH possam ter um perfil farmacológico, em estômago de rato, diferente 

do que ocorre em músculo liso vascular. Ao que nos parece, é que várias 
substâncias podem afetar as Iswell mas o fazem com potências que variam, 

grandemente, de tecido para tecido, desde concentrações liM até mM. Assim, 

é possível especular que esta variabilidade seja pela existência de vários tipos 
de canais de cloreto sensíveis ao volume-celular ou pela diversidade biológica 

de mecanismos de ativação presentes nos diversos tipos de células. 

Compostos como o NPPB, na concentração de 100pM, inibiu quase que 

completamente as contrações induzidas pela SH em fundo de estômago de 

rato, mas também inibiu as Iswell em células epiteliais de sapo nesta mesma 
faixa de concentração (Nilius et al., 1995). Entretanto, desde que o NPPB, 

mesmo em baixas concentrações, pareça não ter muita seletividade e pode 
inibir as correntes de cloreto e potássio ativadas pelo cálcio, bem como a 

liberação de cálcio dos estoques intracelulares (Kirkup et al., 1996b), os 

dados aqui discutidos são insuficientes para quaisquer deduções de seus 

efeitos específicos sobre as Iswell, mas é possível que promova inibição das 
contrações induzidas pela SH pela atenuação de múltiplos processos.

É indiscutível a necessidade de cálcio na contração do músculo liso. 

Assim, desde que a SH induza contração, investigamos o envolvimento do 

cálcio extracelular e dos canais de cálcio dependentes de voltagem (VDCC) 
neste mecanismo. É aceito que a atividade das Iswell seja independente de 

cálcio (Kubo & Okada, 1992) e o cloreto intracelular, por si só, controla at 
ativação dessa corrente (Strange, 1995), provavelmente, em função de seu 

acúmulo intracelular ocorrer em níveis superiores àqueles esperados de sua 

distribuição passiva (Chipperfield & Harper, 2000). Essa alta concentração 
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intracelular de cloreto gera grande força eletroquímica em favor de sua saída 

da célula. Considerando a hipótese do presente trabalho, onde “saída de 
cloreto despolarizaria a membrana levando à ativação dos VDCC e influxo de 

cálcio”, esta hipótese também poderia ser aplicada se a despolarização 

ocorresse pela saída de cloreto via ativação das Iswell que, 
semelhantemente, chegaria ao influxo de cálcio pela ativação dos VDCC. 
Neste caso, não haveria o envolvimento inicial da liberação do cálcio 

intracelular, como decorre dos efeitos de vários agonistas, que ativariam as 

ICI(ca). Assim sendo, os efeitos inibitórios do NFA podem ser sustentados por 

esta idéia. A remoção do cálcio extracelular aboliu completamente as 

contrações induzidas pela SH, mas_ isto não significa ausência de 
despolarização da membrana celular. Seria, aparentemente, um paradoxo 

dizer que as Iswell independem de cálcio se as contrações induzidas pela SH 

foram abolidas em meio zero-cálcio (SH-OCI-GLU). De fato os nossos dados 

sugerem que as Iswell não dependem de cálcio, concordando com as 

informações de Kubo & Okada (1992). Desde que a nifedipina reduziu as 

contrações induzidas pela SH de maneira dependente de concentração, isto 

sugere o envolvimento dos VDCC neste mecanismo contrátil. Adicionalmente, 
os resultados eletrofisiológicos demonstram que a despolarização não foi 

afetada na presença de nifedipina (1pM). Interessantemente, a 

despolarização induzida pela SH deslôcou o valor do potencial de membrana 

(Em) para, aproximadamente, -12 mV, um valor que tendeu aproximar-se do 

valor estimado do potencial de equilíbrio do cloreto (EC|) na solução hipotônica 
(ECi = -6mV) (ver o cálculo estimativo do Em no anexo B). Isto sugere que a 
corrente despolarizante induzida pela SH seria pela saída de cloreto, 

deslocando o valor do Em para um valor capaz de ativar os VDCC e entrada 

de cálcio para o meio intracelular. Obviamente, o aumento da concentração 

intracelular de cálcio durante o aumento de volume celular induzido pela Sl^ 

poderia disparar a ativação das ICI(Ga) (Xu et al., 1996), indicando o possível 

envolvimento das ICI(Ca) neste mecanismo. Desde que o NFA seja o mais 



169

seletivo dos inibidores das ICI(Ca), isto sugere que pelo menos parte do seu 

efeito inibitório sobre as contrações induzidas pela SH ocorra pela inibição 
das ICI(ca), inibindo a despolarização e atenuando a ativação dos VDCC. Mas 
se o NFA possui outros efeitos inibitórios, além daqueles sobre as ICI(Ca), 
envolvidos nas respostas contráteis induzidas pela hipotonicidade merece 
outras investigações. Entretanto, o trabalho de Xu et al., (1997) mostra que o 

NFA possui efeitos inibitórios sobre as correntes induzidas pela 
hipotonicidade, onde eliminou a possibilidade de que as ICI(Ca) pudessem ser 
ativadas. Os nossos resultados mostram que a eficiência inibitória do NFA foi 

maior sobre as contrações induzidas por agonistas do que aquelas induzidas 

pelos SH. Especulativamente, talvez isto.ocorra pelo fato de que apenas as 

ICI(ca) estejam envolvidas nas contrações induzidas pelos agonistas, sobre as 
quais o NFA tem maior afinidade, equanto nas contrações induzidas pela SH 

envolva também a ativação de outras condutâncias.

Finalmente, esperamos com este trabalho dar uma contribuição aos 

estudos dos canais de cloreto ativados pelo cálcio (CI(Ca)) e pelo aumento do 

volume celular (Iswell), talvez uma das pioneiras investigações em músculo 

liso não vascular, sugerindo que a ativação dos canais de cloreto possa ser 

uma recente e nova rota fisiológica ativada por substâncias endógenas 

biologicamente ativas, possivelmente, .despontando como importante alvo no 
desenvolvimento de novas classes de drogas terapêuticas.
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5 CONCLUSÕES

5.1 SOBRE OS CANAIS DE CLORETO ATIVADOS PELO CÁLCIO 

INTRACELULAR (CI(Ca))

♦ O ácido niflúmico (NFA) exerce efeitos inibitórios seletivos sobre as 

contrações induzidas pela 5-HT, sugerindo que a ativação dos Cl(Ca) seja uma 
via, fisiologicamente, importante nas respostas contráteis induzidas pela 5-HT 
em estômago de rato.

♦ A resposta induzida pela 5-HT foi mais, sensivelmente, reduzida em 

meio zero-cálcio e zero-cloreto em relação àquelas induzidas pela ACh e pela 

PGF2(J, sustentando a sua maior susceptibilidade ao NFA e, portanto, maior 

envolvimento dos CI(Ca) no seu mecanismo de ação.

♦ A ACh foi totalmente insensível ao NFA e a PGF2a em menor 

proporção e, ainda, ambas apresentaram menores sensibilidades ao 

gradiente de cloreto em relação a 5-HT, indicando o menor envolvimento da 

ativação dos CI(Ca) em seus mecanismos de ação.

♦ Os resultados apoiam a nossa hipótese de que a “ativação dos CI(Ca) 

produzindo despolarização da membrana celular levando ao influxo de cálcio 

via VDCC seja um potente mecanismo excitatório envolvido na contração 

induzida por alguns neurotransmissores em fundo de estômago de rato.

♦ Desde que em concentrações suficientes para inibir os CI(Ca>, o NFA 

(<30|iM) não apresentou efeitos sobre os canais de potássio e nem sobre os 

canais de cálcio dependentes de voltagem, sugerindo ser seletivo nesta 

concentração, constituindo, portanto, uma ferramenta farmacológicá 

adequada para os estudos funcionais dos Cl<ca)em músculo liso não vascular.
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♦ Entretanto, o DCDPC e o DIDS apresentaram efeitos inespecíficos 

sobre as respostas induzidas pelos agonistas e pelo KCI, indicando serem 

inadequados para avaliações funcionais dos Cl(ca)em estômago de rato.

5.2 SOBRE OS CANAIS DE CLORETO ATIVADOS PELO VOLUME
CELULAR (CIswell)

♦ As contrações induzidas pela solução hipotônica (SH) foram apenas 

parcialmente dependentes de cloreto e totalmente dependentes do cálcio 

extracelulares. Essas contrações foram parcialmente inibidas pelo ácido 

niflúmico (NFA), sugerindo o possível envolvimento das CI(Ca). Entretanto, é 
também possível o envolvimento dos CIswell por serem sensíveis ao NFA em 
estômago (Xu et al., 1997), as. quais foram insensíveis aos clássicos 

bloqueadores das CIswell em músculo liso vascular (DIDS e TAM: Greenwood 

& Large, 1998).

♦ A despolarização induzida pela solução hipotônica foi inibida pelo 

NFA e não pela nifedipina, sugerindo o envolvimento dos canais de cloreto e 
não os VDCC nesse mecanismo.

♦ Nossos resultados sugerem que a despolarização iniciai induzida peia 

abertura dos canais de cloreto levaria à entrada de cálcio pelos VDCC, 

responsável pela contração do músculo liso de estômago de rato.
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SUMMARY

The present study investigated the involvement of calcium-(CI(Ca)) and 
volume-activated (CIswell) chloride channels in the longitudinal smooth muscle 
of the rat stomach. We evaluated the inhibitory effects of various chloride 
channel blockers: niflumic acid (NFA), 4,4’-diisothiocyanatostilbene-2,2’- 

dissulphonic acid (DIDS), 3’,5-dichlorophenylamina-2-carboxylic acid 

(DCDPC), 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid (NPPB) and tamoxifen 

(TAM) and of the transmembrane calcium and chloride gradients, on the 
contractile responses induced by the agonists 5-hydroxytryptamine (5-HT), 

acetylcholine (ACh) and prostaglandin-F2(X (PGF2a), by potassium chloride 

(KCI) and by hypotonic solution (HS:'50% NaCi) in the longitudinal smooth 

muscle of the rat stomach. Eletrophysiologically, we evaluated the effects of 

niflumic acid (NFA) and nifedipine (NIF) on the electrical alterations of the 

cellular membrane induced by SH. NFA selectively inhibited the contractions 

induced by 5-HT, reduced to a lesser extent the responses induced by PGF2ct 

and did not alter the effects of ACh. In addition, NFA did not affect the 

contractions induced by 60mM or 20mM KCI, suggesting that it was not 

interacting with either voltage-dependent calcium channels (VDCC) or 

potassium channels, respectively. In contrast, DCDPC was less selective in its 

effects, inhibiting contractions induced by a 5-HT, ACh and KCI. DIDS was 
less potent than NFA and DCDPC, only inhibiting KCI at higher concentrations. 

The contractions induced by 5-HT were more sensitive to the effects of NFA 
and to withdrawal of extracellular calcium or chloride, than were those induced 

by ACh and PGF2a. This differential sensitivity between agonists may be 

indicative of different transduction mechanisms involved. HS produced NFA- 

sensitive contractions that were only partially dependent on extracellular 

chloride and totally dependent on extracellular calcium. Additionally, 

electrophysiological experiments demonstrated that NFA inhibited the 

depolarization induced by HS, whilst NIF was without effect, possibly 
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suggesting the involvement of CI(Ca) in this mechanism. Since NFA does not 
inhibit VDCC or potassium channels in the concentrations employed in this 
study, our data are coherent with the hypothesis that “activation of chloride 

channels depolarizes smooth muscle, allowing influx of extracellular calcium 

via VDCC, producing contraction”. In conclusion, our data suggest that CI(Ca) 

possess an important functional role in the mechanism of contraction of 5-HT, 

and further suggest that NFA may be an adequate pharmacological tool for the 
functional evaluation of these channels in smooth muscle of the rat stomach.
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abela demonstra a composição química das soluções salinas de Tyrode normal 
), com alta concentração de potássio (K60), solução hipotônica (SH), soluções 
)-cálcio (OCa), soluções zero-cloreto de gluconato (OCI-GLU) e zero-cloreto de 

tado (OCI-AC), soluções hipotônicas zero-cloreto de gluconato (SH-OCI-GLU) e 
)-cloreto de acetato (SH-OCI-AC), em concentrações milimolares (mM).

/

SAIS TN Kço SH-
OCa TN-OCI SH-0CI

TN SH GLU AC GLU AC
NaCI 136 81 .68 136 68

Gluconato de sódio 136 68

Acetato de sódio 136 68

KCI 5 60 5 5 5

Sluconato de potássio 5 5

Acetato de potássio 5 5

CaCI2 2 2 2

Gluconato de cálcio 2 2

Acetado de cálcio 4 2 2

MgCI2 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 *

Sluconato de magnésio 0,98 0,98

Acetato de magnésio 0,98 0,98

NaH2PO3 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36

NaHCO3 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9

Glicose 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
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CÁLCULO ESTIMATIVO DAS ALTERAÇÕES DO POTENCIAL 
DE MEMBRANA PELA SOLUÇÃO HIPOTÔNICA

Potencial de equilíbrio iônico dado pela 
equação de Nernst

^íon
RT 
nF

R = 1,99 cal/°C/mol ou 8,3 Joule/°C/mol (constante universal dos gases) 
T = temperatura em graus Kelvin (310K)
n = valência do ion
F = 23,062cal/volt/mol ou 96,500Joule/°C/mol (constante de Faraday)

Se, n=1 e loge = 2,3 log10 teremos a equação de Nernst simplificada:

Eíon = 61,5 . Iog10
[ion]

[ion],

Utilizando informações de músculo liso canal deferente de 
cobaio - (Aickin & Brading, 1990)

1) - Em condições normais :

[K]o = 5,4 mM
[K]j = 176 mM

[Na]o = 136 mM 
[Na]j = 10 mM

[Cl]o = 135,5 mM
[Cl]j = 53,9 mM

Ek= - 93 mV ENa = +70 mV Ecl = -25 mV

2) - Solução hipotônica - 50% de NaCi:

[K]= = 5,4 mM 
[K]j = 176 mM

[Na]o = 68 mM
[Na]j = 10 mM

[Cl]o = 67,5 mM
[Cljj = 53,9 mM

* *

Ek= - 93 mV ENa = +51 mV Ec, = -6 mV

3) - Permeabilidades iônicas relativas (Chipperfield & Harper, 2000)

PK = 1,61 . 10-8 cm.s-1
PNa = 0,2255 . 10’8 cm.s-1
PC1 = 0,3059 . 10-8 cm.s-1

Pk PNa • Pci

1 : 0,14 0,19
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Cálculo do potencial de repouso da membrana (Em) 
aplicando a equação de Goldman-Hodgkin-Katz

1) - Em concentrações normais de NaCI:

Em= 6i,5.log10
PkÍKJ- + PNa[Nal- H- PJCIJi

PKÍK], + PNJNa],+ Pcl[CI].

Em = 6i,5.log10
1.5,4 + 0,14. 136+ 0,19.53,9

1.176 + 0,14.10+ 0,19.135,5

Em = - 47 mV

2) -- Em solução hipotônica - 50% de NaCI:

Em = 61,5.log10
pk[K]- + PN.[Na]. + Pc,[Cl], 

PkÍKJ+ PNa[Na]l+Pcl[CI].

Em = 6i,5.log10
1.5,4 + 0,14.68 + 0,19.53,9

1.176 + 0,14.10+ 0,19.67,5

Em = - 54 mV
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Jelective inhibitory effects of niflumic acid on 5-HT-induced 
ontraction of the rat isolated stomach fundus

FLC. Scarparo, 2G.C.M. Santos, 2J.H. Leal-Cardoso & *,2D.N. Criddle
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1 The effects of niflumic acid (NFA), an inhibitor of calcium-activated chloride currents Icl(Ca), 
were compared with the actions of the voltage-dependent calcium channel (VDCC) blocker 
nifedipine on 5-hydroxtryptamine (5-HT)- and acetylcholine (ACh)-induced contractions of the rat 
isolated fundus.
2 NFA (1-30 /zM) elicited a concentration-dependent inhibition of contractions induced by 5-HT 
(10 fiM) with a reduction to 15.5 + 6.0% of the control value at 30 /M. 1 fiM nifedipine reduced 5- 
HT-induced contraction to 15.2 + 4.9% of the control, an effect not greater in the additional 
presence of 30 fiM NFA. \
3 In contrast, the contractile response to ACh (10 /zm) was not inhibited by NFA in concentrations 
sg 100 fiM, although this response was partly inhibited by nifedipine (1 /zm) to 67.6+11.8% of the 
control value.
4 NFA (1-30 /zM) did not affect contraction induced by either 20 mM or 60 mM KCI, suggesting 
that this drug was not acting via blockade of VDCCs or activation of potassium channels. In 
contrast, 3,5-dichlorophenylamine-2-carboxylic acid and 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulpho- 
nic acid were less selective in their inhibitory effects, inducing reductions of 60 mM KCl-induced 
contraction at concentrations > 10 /tM.
5 Our results show that NFA can exert selective inhibitory effects on the chloride-dependent 5-HT- 
induced contractions of the rat fundus. The data support the hypothesis that activation of Cl(Ca) 
channels leading to calcium entry via VDCCs is a mechanism utilized by 5-HT, but not by ACh, to 
elicit contraction of the rat fundus.
British Journal of Pharmacology (2000) 130, 678-684

Keywords: Stomach fundus; niflumic acid; 5-hydroxytryptamine; acetylcholine; ICi<ca); chloride
Ibbreviations: ACh, acetylcholine; DCDPC, 3,5-dichlorophenylamine-2-carboxylic acid; DIDS, 4,4'-diisothiocyanatostilbene- 

2,2'-disulphonic acid; DMSO, dimethyl sulphoxide; 5-HT, 5-hydroxytryptamine; Ici(Ca), calcium-activated 
chloride currents; VDCC, voltage-dependent calcium channels

[ntroduction

n recent years there has been growing interest in the possible 
thysiological role of calcium-activated chloride channels 
Cl(ca)) in the contractile responses induced by neurotransm.it- 
:ers in smooth muscle (see Large & Wang, 1996). Fenamates 
;uch as niflumic acid (NFA) have been shown to selectively 
nhibit Ici(Ca) in isolated smooth muscle cells (Pacaud et al., 
1989; Janssen & Sims, 1992; Akbarali & Giles, 1993; Hogg et 
al., 1994; Lamb et al., 1994) aiding a functional evaluation of 
these channels in smooth muscle.

We have previously shown that NFA reduces the amplitude 
of noradrenaline-induced contractions in aorta (Criddle et al., 
1996). Since the magnitude of inhibition was comparable to 
that produced by nifedipine, and not further increased by a 
combination of NFA and nifedipine, we proposed from these 
functional data that activation of Cl(Ca) by neurotransmitters 
may lead to a depolarization-induced entry of calcium into the 
cell via voltage-dependent calcium channels (VDCCs) causing 
contraction of vascular smooth muscle. Subsequent studies 
with noradrenaline in rat aorta and endothelin in pulmonary 
artery have provided data to support this hypothesis (Hyvelin 
et al.. 1998; Lamb & Barna, 1998), although important recent 
evidence in pulmonary artery has also suggested that niflumic 

acid may exert relaxant effects independently of chloride 
channel blockade (Kato et al., 1999). Whether this constitutes 
a common excitatory mechanism utilized by neurotransmitters 
to contract smooth muscle in general remains to be 
determined.

Despite electrophysiological studies showing the existence 
of Ici(ca) in a variety of non-vascular smooth muscle, including 
trachea (Janssen & Sims, 1992), myometrium (Arnaudeau et 
al., 1994), ileum (Ito et al., 1993) and oesophagus (Akbarali & 
Giles, 1993; Wang et al., 1994), little information is available at 
present regarding the possible functional role of Cl(Ca) channels 
in visceral smooth muscle. Previously we found that the 
pressor effects of 5-hydroxytryptamine (5-HT) in the rat 
mesenteric vascular bed were sensitive to NFA, with 
approximately 50% of the response being inhibited by a 
concentration of 30 /zM (Criddle et al., 1997). In the present 
study we decided to evaluate the effects this Ici<ca) bloócer on 5- 
HT-induced contraction of the rat fundus, a non-vascular 
smooth muscle preparation classically used to assay 5-HT 
(Vane, 1957). We have compared the effects of NFA and the 
voltage-dependent calcium channel (VDCC) blocker nifedipine 
on contractions elicited by 5-HT and acetylcholine (ACh). In 
addition. we have also evaluated the effects of other putative 
chloride channel blockers 3,5-dichlorophenylamine-2-car- 
boxylic acid (DCDPC), a structural analogue of NFA, and 
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stilbene derivative, 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-dis- 
íonic acid (DIDS). Some of these results have previously 
1 presented to the British Pharmacological Society (Criddle 

1999).

fthods

e Wistar rats (250-350 g) were killed by stunning and 
ical dislocation. The abdômen was opened and the 
aach removed. The fundus was dissected and washed in 
.1 Tyrode’s solution. Following this longitudinal strips 
m long) were carefully prepared and mounted vertically in 
írgan bath (10 ml capacity) containing Tyrode’s solution 
bled with air (37°C, pH 7.4). Tissues were mounted under 
nitial resting tension of 2 g and left to equilibrate for a 
od of 1 h, following which a further 2 g was applied before 
ting the experimental protocol. Tension changes were 
Tded using isometric force transducers (Grass Model 
1.3, Quincy, MA, U.S.A.) connected to a Grass chart 
rder (Model 5D).

’he effects of NFA were assessed on contractions induced 
<C1 (60 mM), 5-HT (10 ;zm) and ACh (10 ^M) with each 
list being evaluated in a separate experimental group. 
owing stable contractions to the contractile agent, NFA 
applied in increasing concentrations and further responses 
lined (contact time of 15 mins). Since DMSO was used as a 
ent for stock Solutions of NFA, the effects of this solvent at 
valent concentrations were assessed as time-matched 
:rols, on 5-HT-induced contraction of the fundus. In 
ition, the effects of 1 nifedipine and a combination of 
4 nifedipine and 30 pM NFA were also assessed on 5-HT- 
iced contraction. Similar experiments were also performed 
assess the effects of NFA on 20 mM KCI induced 
:ractions, to examine any potential action to induce 
issium conductances. In this protocol 3 //M levcromakalim 
employed as a positive control.

n separate experiments, the effect of extracellular chloride 
.drawal from the bathing solution on the responses of the 
:ractile agonists was assessed. Initially control contractions 
-HT (10 jzm) and ACh (10 /tM) were obtained. The tissues 
: then bathed in a modified Tyrode’s solution (0C1), in 
:h all chloride salts had been substituted by their gluconate 
valents. Since application of 0Cl~ solution to the 
>aration caused a transient contraction, reapplication of 
T or ACh was carried out only when basal leveis of tone 
: restored. In addition, the reversibility of any effect on 
rist-induced contraction by 0C1 solution was assessed, by 
troducing normal (Cl"-containing) Tyrode’s solution to 
bath and repeating the application of 5-HT or ACh.

Uions and drugs

following drugs were used: 5-hydroxytryptamine (5-HT), 
ylcholine (ACh), niflumic acid, DIDS and nifedipine were 
:hased from Sigma Chemical Company. Levcromakalim 
DCDPC were generous gifts from SmithKline Beecham 
and Dr I. Greenwood, respectively. Nifedipine stock 

tion was prepared in 70% ethanol under conditions of 
iced illumination and all experiments with nifedipine were 
ormed under similar conditions. NFA was prepared as a 
k solution (10 mM) in dimethyl sulphoxide (DMSO) and 
ted on the day of the experiment in Tyrode’s solution.
'he bathing solution was a standard Tyrode’s solution of 
following composition (mM); NaCi 136, KCI 5, MgCL 
, CaCL 2, NaH2PO4 0.36, NaHCO3 11.9, glucose 5.5. In 

Solutions in which the potassium concentration was raised 
(60 mM), the NaCi concentration was concomitantly reduced 
to maintain osmolarity. The chloride-free solution was of the 
same composition as standard Tyrode’s solution, except that 
all the chloride salts were replaced Sy their gluconate 
equivalents. The pH was always maintained constant 
throughout the experimental period at 7.4.

Analysis of data

Data are expressed as the mean of n observations + s.e.mean. 
Inhibitory effects are expressed as per cent of control responses 
in the absence of the drug. Statistical analysis was performed 
using a Student’s í-test and values were taken to be 
significantly different when P<0.05.

Results

Effects of NFA and nifedipine on contractions induced by 
60 mM KCI

Since NFA has been shown to possess actions apart from 
blockade of ICi(Ca) when in sufficient concentration, such as the 
induction of K+-currents and blockade of Ca2+-channels 
(Hogg et al., 1994; Greenwood & Large, 1995), we initially 
assessed the selectivity of this drug by evaluating its effects on 
60 mM KCl-induced contractions. In concentrations up to 
30 /tM, NFA did not inhibit the contractions induced by KCI, 
in contrast to nifedipine (1 /tM) which almost completely 
blocked this response (Figure 1, m = 6). 100 /zM NFA, however, 
started to produce an inhibitory effect on KCl-induced 
contraction, possibly indicating non-specific effects of the drug 
(data not shown). Thus only concentrations <100 pM were 
used in subsequent experiments to assess the action of NFA on 
5-HT-induced contraction.

Effects of NFA and nifedipine on contractions induced by 
5-HT

Application of 5-HT (10 /zM) to the rat fundus induced a tonic 
contraction (1.52 + 0.40 g, n = 8) with an oscillatory compo- 
nent superimposed (Figure 2a). In the presence of NFA (1 -

Figure 1 Comparative effects of niflumic acid (NFA 1-30 gM) and 
nifedipine (NIF 1 /zM, n = 6) on the contraction of the rat isolated 
fundus induced by 60 mM KCI. Values are shown as the mean + 
s.e.mean of six experiments, and results are shown to differ 
significantly from the control when P<0.05 (*).
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M) the Ionic contractions were concentration-dcpendently 
)ited with a maximal reduction to 15.5 + 6.0% of the 
rol value at the highcst conçentration of NFA used 
are 2b). The inhibitory effect of NFA was fully reversible 
rashout of the drug from the tissue. In control paired 
es exposed only to the solvent DMSO at equivalent 
entrations, the response to 5-HT did not diminish over the 
rimental period (77 = 8). Interestingly, whilst the tonic 
raction of the response was inhibited by NFA, the 
latory component of the 5-HT response remained largely 
fected (Figure 2a).
. separate experiments 1 pM nifedipine, which completely 
áted the contraction induced by 60 mM KCI (Figure 1, 
), reduced the 5-HT-induced contraction to 15.2 + 4.9% of 
:ontrol (Figure 3a,b, 77 = 6). In contrast to the effects of 
., nifedipine completely blocked the oscillatory compò- 
of the 5-HT response (Figure 3a). The effects of NFA and 
ipine were not additive such that in the combined 
nce of 1 fiM nifedipine and 30 /.zm NFA, the 5-HT 
•action was decreased to 10.4 + 4.7% of the'control, a 
:tion not significantly (T>0.05) greater than that elicited 
fedipine alone (Figure 3a,b, 7? = 8).

'ts of NFA anel nifedipine on acetylcholine-induced 
-actions

(10 /zm) induced stable, non-oscillatory contractions of 
it fundus of mean amplitude 3.11 +0.44 g (zz = 7) (Figure 
In contrast to the inhibitory effects on 5-HT-induced 
action, NFA (10-100 /zM) did not inhibit contractions 
:d by 10 pM ACh (Figure 4a,b, zj=7). In separate 
iments 1 pM nifedipine inhibited the contractions induced 
Ch (10 pM) to 67.6 + 11.8% of the control value (» = 4).

lack of additive inhibitory effect of a combination of nifedipine and 
niflumic acid (NIF 1 /zm/NFA 30 /zm), compared with that of 
nifedipine (NIF, I pM) alone, on the contraction of the rat isolated 
fundus induced by 5-HT (•, 10 /zm). Values are shown as the 
mean+s.e.mean of eight experiments. N.B. The difference between 
the responses to 5-HT in the presence of NIF alone and NIF/NFA 
together was not significant (NS).

a)i)

0

1 3 10 30 NFA

ACh

b)

2 (a) Representative trace and (b) mean data showing the 
>ry action of niflumic acid (NFA, I-30/íM) on the 
:tion of the rat isolated fundus induced by 5-HT (®, 
. Values are shown as the mean + s.e.mean of eight 
tents, and results are shown to differ significantly from the 
when P<0.05 (*). N.B. The recovery of the response to 5- 

ter a washout period of l h, following exposure to NFA has 
cluded in the representative trace.

Figure 4 (a) Representative trace and (b) mean data showing the 
lack of inhibitory effect of niflumic acid (NFA, IO-100/zm) on 
contractions of the rat isolated fundus induced by ACh (®, 10 /zm). 
Values are shown as the mean + s.e.mean of seven experiments, and 
results are shown to differ significantly from the control when 
P<0.05 (*).
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cts of OCl solution on the contractile response to 
T and acetylcholine

ition of OCl ” (gluconate-substituted) physiological solu- 
to the rat fundus elicited a small transient contraction 

:h returned to basal leveis within a few minutes. In the 
inued presence of OCl” the contractile responses to 5-HT 
um) and ACh (10 /(M) were reduced to 32.2 + 6.0% (//= 10) 
68.2+11.0% (/í = 6) of their respective control values 

ure 5). These reductions were fully reversible on washout 
normal (Cl”-containing) Tyrode's solution.

cts of NFA and levcromakalim on 20 mM 
'-induced contractions

nty mM KCI produced reproducible contractions of rnean 
litude 3.11+0.37 g (Figure 6a, /? = 6). NFA (30 /;m) did 
inhibit this response, with the contraction being 

6+11.2% of the control value (Figure 6a,b, /; = 6). In 
rast the ATP-dependent K‘ -channel opener leycromaka- 
(3 /um) completely abolished this response (Figure 6a,b, 
>)■

cts of DCDPC and DIDS on 5-HT-, ACh- and 
-induced contractions

eparate experiments the effects of DCDPC, a structural 
ogue of NFA, and DIDS, a stilbene derivative, were 
tated on the contractions induced by 5-HT (10 pM), ACh 
um) and KCI (60 mM). DCDPC (10-100 /tM) concentra- 
dependently inhibited the contractions induced by all 

5 spasmogens, with reductions to 13.9 + 9.3%, 19.6 + 7.9% 
28.1 + 12.2% of the control responses to 5-HT, ACh and 
, respectively, at the highest concentration tested (Figure 
c).
1 contrast, DIDS (1 -300 /uM) was without inhibitory effect 
tCh-induced contraction (Figure 8b), whilst contractions 
ed by 5-HT were inhibited only at the highest 
entration used (300 /uM) to 68.3 + 6.4% of the control 
e (Figure 8a, 77 = 6). The contraction induced by 60 mM 
, however, was more sensitive to the action of DIDS, with 
rition occurring at concentrations >30 pM (Figure 8c, 
)•

e 5 Inhibitory effects of 0C1” solution (gluconate-substituted) 
te contractions of the rat isolated fundus induced by 5-HT 
M, ,7= 10) and ACh (10 /zm, 11 = 6'). Values are shown as the 
+ s.e.mean of n experiments, and results are shown • to differ 
icantly from the control when P<0.05 (*).

the 
of niflumic acid (NFA, 30 /;m) and levcromakalim (LEV,

Figure 
effects
3 pM) on the contraction of the rat isolated fundus induced by 20 mM 
KCI (®). Values are shown as the mean + s.e.mean of five 
experiments, and results are shown to differ significantly from the 
control when P<0.05 (*). N.B. A washout period has been included 
after the inhibitory effect of levcromakalim to show recovery of the 
control response to 20 mM KCI (®).

Discussion

The present study has shown that NFA exerts selective, 
reversible and concentration-dependent inhibitory effects on 5- 
HT-induced contraction of the rat stomach fundus. These 
effects occurred at concentrations previously shown to inhibit 
Ici(Ca) in a variety of smooth muscle cell types (Pacaud et al., 
1989; Janssen & Sims, 1992; Akbarali & Giles, 1993; Hogg et 
al., 1994). Recently, a detailed study in the rat pulmonary 
artery has demonstrated that NFA inhibits Icgca) in isolated 
myocytes, and both depolarizations and contractions elicited 
by 5-HT in the intact vessel (Yuan, 1997). Certain evidence 
exists to support the possibility that 5-HT-induced contraction 
in the rat fundus, probably via the 5-HT2B subtype (Kursar et 
al., 1994; Foguet et al., 1992; Baxter et al., 1994; Hoyer et al., 
1994), involves the activation of Icuca)- For example, 
stimulation of rat fundus 5-HT2B receptors expressed in 
Xenopus oocytes has been shown to directly activate Cl<Ca> 
channels (Foguet et al., 1992), whilst 5-HT-induced activation 
of Ici(Ca) occurs in epithelial cells of the rat choroid plexus 
(Garner et al., 1993). However, a NFA-sensitive activation of 
Ici(Ca) has yet to be shown in isolated myocytes of the rat 
fundus.

Higher concentrations of NFA than those employed in the 
current study (>50 /(M) have been shown to inhibit VDCCs 
and activate K +-channels in rabbit portal vein (Hogg et al., 
1994) and activate KATP in rat portal vein (Kirkup et al., 1996). 
In the rat fundus we found that NFA in concentrations 
<30 pM did not inhibit contractions to either 20 mM or 
60 mM KCI, in agreement with previous studies in rat aorta 
(Criddle et al., 1996), mesenteric vascular bed (Criddle et al., 
1997), rabbit colon (Patacchini et al., 1996) and rat pulmonary 
artery (Yuan, 1997). This would appear to indicate that at 
these concentrations NFA is not interacting with either Ca2+

b)
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7 Effects of 3,5-dichlorophenylamine-2-carboxylic acid 
PC; 1-100 um) on the contraction of the rat isolated fundus 
d by (a) 5-HT (10 /zM, n = 9), (b) ACh (10 /zm, n==6) and (c) 
50 mM. n = 6). Values are shown as the mean + s.e.mean of n 
nents, and results are shown to differ significantly from the 
I when P<0.05 (*).

Figure 8 Effects of 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulphonic 
acid (DIDS; 1 - 300 /zm) on the contraction of the rat isolated fundus 
induced by (a) 5-HT (10 /zm, zz = 6), (b) ACh (10 /zm, n = 8) and (c) 
KCI (60 mM, zí = 6). Values are shown as the mean + s.e.mean of n 
experiments. and results are shown to differ significantly from the 
control when P<0.05 (*).

channels in the functional protocols of this study. The 
f inhibitory effects of NFA contrasted with the profiles of 
of the VDCC blocker nifedipine and the K+-channel 

r levcromakalim, which completely blocked 60 and 
t KCl-induced contractions of the fundus, respectively. 
r current data indicate that the magnitude of the 
tory effect of NFA on 5-HT responses in the fundus 
/o with 30 /zM) was greater than that previously found in 
:senteric vascular bed (~50% with 30 /.zm; Criddle et al., 
and pulmonary artery (~55% with 50 /zM; Yuan, 1997). 

This may reflect a slightly greater importance of the activation 
of Ici(ca) in the contractile process elicited by 5-HT in the rat 
fundus compared with these blood vessels, possibly as a 
consequence of the different subtypes of receptors activated in 
these tissues (Humphrey et al., 1993; Hoyer et al., 1994^/>In 
accord with our previous findings in mesenteric arteries 
(Criddle et al., 1997), the contractile response to 5-HT in the 
rat fundus was inhibited to a similar extent by the VDCC 
blocker nifedipine, the magnitude of which was in close 
agreement with earlier studies in this tissue using nitrendipine 
and isradipine (Secrest et al., 1989; Smaili et al., 1991). That 
the effects of nifedipine and NFA were not additive in the rat 
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ius is in accord with the hypothesis that activation of ÇlCu 
tnels, leading to depolarization, opens VDCCs to contract 
oth muscle (Criddle et al., 1996). This is supported by the 
ings of an earlier study in rabbit basilar artery showing 
the contraction, but not the depolarization, induced by 5- 
in rabbit basilar artery is greatly inhibited by nifedipine 
rk & Garland, 1993). In addition, several studies in 
íonary artery have reported a similar proportional 
aition of agonist-induced contractions occuring with NFA 
nifedipine, using angiotensin II and endothelin-1 as 

ractile agents (Guibert et al., Wl; Hyvelin et al., 1998), 
jugh it should bc noted that NFA-induced inhibition of 
>thelin-l-mediated contraction in this tissue may occur 
pendently of blockade of chloride channels (Kato et al., 
'). However, in the present study, although nifedipine and 
t blocked a similar proportion of the 5-HT response in the 
ündus their actions were clearly fundamentally different. 
example, the oscillatory component of the 5-HT-induced 
raction persisted when the tonic contraction had been 
tantially reduced by NFA, whereas it was èompletely 
ked by nifedipine.
í contrast to the sensitivity of 5-HT-induced contraction, 
ACh-induced response was not inhibited by NFA, even 
high concentration of 100 /(M. This lack of effect was 

xi by nifedipine, as previously reported in this 
aration (Secrest et al., 1989; Smaili et al., 1991). 
irdingly, there was little chloride-dependency exhibited 
he ACh contraction, in contrast to the 5-HT-induced 
mse which was greatly reduced when extracellular 
•ide was replaced by gluconate ions. These observations 
ort the argument that that there is little or no 
vement of ICi(Ca) in ACh-induced contraction in the rat 
us. Whilst the authors are currently unaware of any 
shed study examining this possibility, certain evidence 
other gastrointestinal smooth muscle would appear to 

ort this hypothesis. For example, depolarization induced 
:arbachol is much less affected by reductions in 
cellular chloride (substituted by benzenesulphonate) 
by reductions in extracellular sodium ions in isolated 

i (Bolton. 1972), whilst the contraction induced by ACh 
anine gastric smooth muscle (Sims, 1992) and the 
larization to carbachol in rabbit jejunum (Benharn et 
985) appear to be mediated via activation of a non- 
ive cation conductance.

The other putative Cl{Ca) channel blockers tested in this 
study, DCDPC and DIDS, proved to be less selective in their 
inhibitory effects than NFA. For example, although DCDPC 
inhibited the contractions produced by 5-HT to approximately 
14% of the control in common with NFA, it also inhibited 
contractions to both KCI and ACh within a similar 
concentration range i.e. 10-100 /im. DCDPC has previously 
been shown to inhibit ICl(Ca> in single cells from rabbit portal 
vein with a similar potency to NFA (Greenwood & Large, 
1997), however, it also activated a K+ conductance at much 
lower concentrations. In addition, the indiscriminate inhibi
tory effects observed in our study may also be related to the 
ability of this compound to inhibit smooth muscle non- 
selective cation channels at similar concentrations (Chen et al., 
1993). The structurally-distinct chloride channekblocker DIDS 
exhibited a different profile of action, preferentially depressing 
the contractile response to KCI, with only a weak inhibition of 
the 5-HT-induced response apparent at a concentration of 
300 ;im. A recent study has suggested that DIDS is more active 
at suppressing volume-activated chloride currents than ICi(Ca) 
in smooth muscle (Greenwood & Large, 1998), possibly 
explaining the comparative lack of effect of this compound 
on 5-HT-induced contraction compared with NFA observed in 
the- present study. Further detailed electrophysiological 
experiments in single cells of the rat fundus would be required 
to resolve the apparent differences between the chloride 
channel blockers evaluated in the present functional study.

In conclusion, our results show that NFA exerts selective 
inhibitory effects on 5-HT-induced contraction of the rat 
fundus. The comparative inhibitory actions of nifedipine and 
NFA in this tissue are in accord with similar observations on 
agonist-induced contraction of vascular smooth muscle 
(Criddle et al., 1996; 1997; Guibert et al., 1997; Hyvelin et 
al., 1998), and the current data support the hypothesis that 
activation of Cl(Ca> channels leading to the entry of 
extracellular calcium ions through VDCCs, is an excitatory 
mechanism utilized by 5-HT, but not by ACh, to contract the 
rat fundus. However, conclusions derived purely from 
contractile studies must remain cautious, especially in the light 
of recent evidence casting doubt on the selectivity of currently 
available chloride channel blockers (Kato et al., 1999).

*This study was supported by the CNPq and FUNCAP.
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EFEITOS ANTI-ESPASMÓDICOS DO 3,5-DIGLOROFENHAWQNA 2-CARBOXÍUCO EM FUNDO DE ESTÔMAGO DE RATO*
Antí-spasmodic effects of the 3.5-didorophenyiamine 2-carboxilic in rat stomach fundus

Henrique Clasen Scarparo1; Geam Caries Mendes Santos2; José 
Henrique Leal-Cardoso2; David Neil Criddle3

RESUMO ABSTRACT

Investigamos os efeitos inibitórios do 3,5-diclorofe- 
ina 2-carboxílico (DCDPC), um bloqueador dos canais de 
o ativados pelo cálcio (Cl(Ca)), sobre as contrações 
das pela 5-HT, ACh e KCI em fundo isolado de estômago 
j para avaliar a adequação dessa droga como ferramenta 
cológicaem estudos funcionais. O DCDPC (10-100 pM) 
ziu efeitos inibitórios de maneira dependente da concen- 
sobre a contração induzida pela 5-HT (10 pM), com 

io para 13,9 ± 9,3 do valor controle (ICJ0 = 10,8 pM). 
do, os efeitos não foram seletivos, desde que houve 
m redução das contrações induzidas pela KCI e ACh, 
alores de ICJ0 de 18,4 e 49,3 J±M, respectivamente, suge- 
ações além da inibição dos Cl(Ca). Concluímos que o 
’C parece não ser uma droga adequada como ferramenta 
:ológica para os estudos funcionais dos Cl em múscu- 
, por falta de seletividade.

Palavras-chave: Canais de cloreto ativados pelo cálcio 
, ácido 3,5-diclorofenilamine 2-carboxílico (DCDPC), fun- 
ístômago, 5-hidroxitriptamina (5-HT), contração.

We investigated the inhibitory effects of the 3.5-diclo- 
rophenylamine 2-carboxilic acid (DCDPC), a calcium-activated 
chloride channel (Cl(Ca)) blocker, on the contractions induced 
by 5-HT, ACh, and KCI in rat isolated stomach fundus, to 
evaluate its suitability as a selective pharmacological tool in 
functional studies. DCDPC (10-100 pM) produced concen- 
tration-dependent inhibitory effects on the contraction 
induced by 5-HT (10 pM), with a reduction to 13,9 ± 9,3 of the 
controle value (IC,0= 10,8 pM). However, these effects were 
not selective since a reduction of the contractions induced 
by KCI and ACh also occurred, with IC50 values of 18.4 and 
49.3 pM, respectively, suggesting actions apart from Cl(c 
inhibition. We conclude that DCDPC appears not to be a 

• suitable drug for use as a pharmacological tool in functional 
studies of Cl(Ca) in smooth muscle, due to its lack of selectivity.

Keywords: Calcium-activated chloride channels (Cl j), 
3.5-diclorophenylamine 2-carboxilic acid (DCDPC), stomach 
fundus, 5-hydroxytryptamine (5-HT), contraction.
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TRODUÇÃO

Pesquisas anteriores sugerem que os canais de cloreto 
dos pelo cálcio (Cl ) possuam importante papel fisioló- 
participando na despolarização da membrana e contração 
úsculo liso (LARGE & WANG, 1996). Trabalhos realiza- 
:m células isoladas de músculo liso demonstram que o 
) niflúmico (NFA) inibe seletivamente os canais Cl 
1AUD et al., 1989; JANSSEN & SIMS, 1992; AKBARALI 
LES, 1993; HOGG etal., 1994; LAMB etal., 1994), possibili- 
) uma avaliação funcional dos Cl(Ca) em tecidos isolados.

Recentemente demonstrou-se que o ácido niflúmico 
t) possui efeitos inibitórios sobre contrações induzidas 
eurotransmissores, em aorta (CRIDDLE etal., 1996) e em 
mesentérico vascular isolado perfundido (CRIDDLE et 
J97) de ratos, sem interferir com os canais de cálcio depen- 
ís de voltagem (VDCC) ou canais de potássio sensíveis 
IP. Propos-se que a ativação dos Cl(Ca) pelo cálcio intra- 
ar inicie o processo de despolarização da membrana até 
;sta atinja o potencial capaz de ativar os VDCC, levando 
ifluxo do cálcio externo e contração do músculo liso 
DDLE etal., 1996).

Em células de músculo liso de veia porta de coelhos, o 
> 3,5-diclorofenilamina 2-carboxlílico (DCDPC), um 
íeador de canais de cloreto ativados pelo cálcio (Cl p es- 
■almente similar ao NFA, mostrou inibir as ICl(Ca) na mesma 
de concentração do NFA, apesar de induzir uma condutância 
tássio (K+) em concentrações menores (GREENWOOD & 
GE, 1997). Baseando-se nessas observações eletrofi- 
jicas, o DCDPC parece ser menos seletivo na inibição 
anais Cl{Ca) do que o NFA, embora não haja informações se 
íropriedade tenha conseqüências funcionais.

O efeito seletivo do NFA na contração induzida pela 
roxitriptamina (5-HT) em fundo de estômago de rato, 
;monstrado sem afetar a resposta induzida pelo potás- 
pela acetilcolina (CRIDDLE et al, 1999). Então, decidiu- 
imparar os efeitos do DCDPC sobre as contrações • 
tidas pelas mesmas substâncias, nesta preparação, com 
les obtidos previamente.

VTERIAL E MÉTODOS

Ratos machos Wistar pesando entre 250 e 350 gra- 
foram sacrificados por concussão cerebral e desloca- 
o cervical. Através de uma incisão na região abdominal, 
Smago foi dissecado, removido e imediatamente imerso 
olução fisiológica de Tyrode. Em seguida, preparou-se, 
dosamente, tiras de fundo do estômago de aproximada- 
e 2 cm de comprimento, as quais foram montadas verti- 
ente em solução de Tyrode e mantidas com borbu- 
ento de ar, 37°C e pH 7,4. A partir da montagem da 
iração em repouso, foi aplicado uma tensão prévia de 
timadamente 2-3 gramas e aguardo-se que a mesma re- 
se e assumisse sua linha basal. Posteriormente, apli- 
;e uma nova tensão até que a preparação assumisse o 
o de equilíbrio durante 1 hora sob tensão de aproxima

damente 1 grama, antes de iniciar o experimento. As varia
ções de tensões foram transformadas por um transdutor de 
força isométrico (Grass Model FTO.3, Quincy, Mass., USA), 
conectado a um pré-amplificador e coletadas utilizando um 
sistema computadorizado (WINDAQ).

Os efeitos do DCDPC e da nifedipina (1 pM) foram 
avaliados sobre as contrações induzidas pela 5-HT (10 pM), 
ACh (10 pM) e KCI (60 mM), onde cada um foi observado em 
grupo experimental separado. Após a obtenção de pelo menos 
duas respostas contráteis estáveis do agonista controle, o 
DCDPC foi aplicado em concentrações crescentes (1-100 pM).

As respostas dos contráteis foram obtidas após o de
curso de 10 minutos de contato do DCDPC e da nifedipina 
com a preparação. Em seguida, a preparação foi lavada com a 
solução de banho de Tyrode normal por 15 minutos antes da 
aplicação da concentração subseqüente. Desde que o Dimetil 
sulfóxido (DMSO) fora utilizado como solvente para a solu
ção estoque de DCDPC, avaliamos os seus possíveis efeitos 
sobre as contrações induzidas pela 5-HT, paralelamente em 
tecidos pareados, em concentrações equivalentes àquelas uti
lizadas de DCDPC.

2.1 Drogas e Soluções

As drogas 5-hidroxitriptamina (5-HT), acetilcolina 
(ACh) e nifedipina (Nif) foram compradas da Sigma Chemical 
Company. O DCDPC foi gentilmente cedido pelo Dr. I. 
Greenwood (St. Georges Hospital Medicai School, London, 
U.K.). As soluções de 5-HT e ACh foram preparadas em água 
deionizada. A nifedipina e o DCDPC foram preparados em 
soluções padrão de álcool etílico e DMSO, respectivamente, 
ambas na concentração de 10 pM. As demais diluições neces
sárias para todas as drogas foram feitas no dia do experimento 
em Tyrode normal.

2.2 Análise Estatística

Os dados estão expressos pelas médias do número de 
observações ± erro padrão. Os efeitos inibitórios são mostrados 
em percentuais da resposta controle obtida na ausência da droga. 
Para a análise estatística, utilizou-se o test t-Student, aceitos 
como estatisticamente diferentes os valores para p < 0,05.

3. RESULTADOS
r

3.1 Efeitos do DCDPC nas Contrações Induzidas pela Acetilcolina 
(ACh), Serotonina (5-HT) e Cloreto de Potássio (KCI)

Aplicações de ACh (10 pM), 5-HT (10 pM) e KCI 
(60 mM) em tecido isolado de fundo de estômago de rato, 
induziram contrações sustentadas comparáveis equivalentes 
a 2,38 ± 0,30 g (n=6), 2,43 ± 0,34 g (n=9) e 2,02 ± 0,22 g (n=6), 
respectivamente. As contrações induzidas pela ACh, 5-HT e 
KCI exibiram padrões diferentes. Por exemplo, a 5-HT apre
sentou uma contração com platô oscilatório, enquanto o KCI 
e ACh mostraram contrações tônicas sem oscilações.
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Na presença de DCDPC (10-100 pM) as contrações 
uzidas pela ACh, 5-HT e KCI foram inibidas de maneira de- 
idente de concentração (Figura 1), sendo a redução para 
62 ± 7,9%, 13,93 ± 9,32% e 20,87 ± 5,38%, da resposta 
trole com a maior concentração, respectivamente. Dentre 
rês agentes contráteis, a 5-HT apresentou maior sensibili- 
e ao DCDPC, cujos os valores das ICJ0 foram 49,27mM, 
76 pM, 18,42 pM, respectivamente (Tabela 1). Após a lava- 
1, o efeito inibitório do DCDPC foi completamente rever- 

Nos controles pareados de DMSO, em concentrações 
ivalentes àquelas de DCDPC, as respostas da 5-HT perma- 
sram inalteradas ao longo do período experimental (n=7).

3.2 Efeitos da Nifedipina nas Contrações Induzidas pela 
Acetilcolina (ACh), Serotonina (5-HT) e Cloreto de Potássio (KCI)

Na presença de 1 pM de nifedipina a resposta contrátil 
de KCI (60 pM) foi quase que completamente bloqueada, sen
do reduzida para 1,87 ± 1,21 % do valor controle. A contração 
induzida pela 5-HT (10 pM) foi inibida pela nifedipina (1 pM) 
nas mesmas proporções do DCDPC (100 pM), sendo 15,20 ± 
4,92% (n=8) do valor controle. Em contraste, o grau de inibição 
da nifedipina (1 pM) na contração induzida pela ACh (lOpM) 
foi bem menor, sendo reduzido para 67,56 ± 11,84% (n=4) da 
resposta controle (Figura 2).

ra 1 - Efeitos inibitórios do DCDPC sobre as contrações 
tidas pela 5-HT 10 pM (■), n=9), ACh 10 pM (a), n=6) e 
50 mM (•), n=6), em fundo isolado de estômago de rato, 
dores mostrados são percentuais médios de “n” obser- 
es ± erro médio padrão (barras verticais).

Figura 2 - Efeito inibitório da nifedipina (1 pM) sobre as 
contrações induzidas pela 5-HT (10 pM, n=8), ACh (10 pM, 
n=4) e KCI (60 mM, n=7) em fundo isolado de estômago de 
rato. Os valores são percentuais médios ± erro médio padrão 
(barras verticais) de ”n” observações. O asterisco (*)  indica 
diferença significativa em relação ao controle (p < 0,05).

Ia 1 - Valores de IC50 do DCDPC sobre as contrações induzidas pela 5-HT, ACh e KCI em fundus de estômago de rato.

Agente contrátil IC50 [M]
(dose)

5-HT 1,07 x 10'5 (0,49 - 1,65, n=9)
(dose)

KCI 1,84 x 10'5 (0,25 - 3,43, n=6)
(dose)

ACh 4,93 x 10'5 (3,24-6,62, n=6) *

Valores são apresentados como médias de “n”observações (*  p < 0.05 comparação à 5-HT). Os limites de confiança de (95%) 
estão incluídos em parêntesis.
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SCUSSAO

Este estudo demonstra que o DCDPC, um análogo do 
exerce um efeito reversível, não-seletivo e inibitório, de- 
mte de concentração, sobre as contrações induzidas pela 
, ACh e KCI, em musculatura lisa longitudinal de fundo de 
íago de rato. Essa inibição ocorreu na mesma faixa de 
;ntração em que inibiu correntes de Cl , em células mus- 
js isoladas de veia porta de coelhos (GREENWOOD & 
3E, 1997). Há evidências que suportam a possibilidade de 
contração induzida pela 5-HT, em fundo de estômago de 
tela ativação do subtipo de receptores 5-HT2B (KURSAR 
1994; BAXTER etal, 1994; HOYERetal, 1994), estaria 
t à ativação dos canais de Cl(Ca) (FOGUET et al, 1992).

Nesse estudo, mostramos que na concentração de 
4 o DCDPC inibiu a resposta da 5-HT de forma similar 
a observada com o 30 pM de NFA, na mesma prepa- 
(CRIDDLE et al, 1999), sendo a redução para aproximada- 
• 15% do valor controle. Interessantemente, o grau de 
ão da nifedipina (1 pM) também ocorreu nas mesmas 
rções do DCDPC e do NFA (CRIDDLE et al, 1999), 
:ando a hipótese de que a ativação dos canais CL,,(Ca) d 
ida pela 5-HT levaria à abertura dos canais VDCC, pro- 
tido o influxo de cálcio e conseqüente contração (CRID- 
:t al, 1996). Um estudo detalhado mostrou a importância 
cio extracelular na contração induzida 5-HT, em fundo 
âmago de rato (COX & COHEN, 1995).
Por outro lado, o perfil dos efeitos do DCDPC, no pre- 

estudo, foi bem diferente ao do NFA. Por exemplo, o 
’C inibiu as contrações induzidas pela ACh e KCI em 
ntrações nas quais o NFA não mostrou nenhum efeito 
>DLE et al, 1999). Experiências eletrofisiológicas prévias 
:m a capacidade do DCDPC em afetar outros canais 
s além dos Cl(C , como a ativação da condutância de 
io em veia porta de coelho (GREENWOOD & LARGE, 
, ativação de correntes retificadoras de potássio (JAG- 
& ASHMORE, 1998) e inibição de canais catiônicos 
letivos e de VDCC (CHEN et al, 1993).
No presente estudo, os efeitos inibitórios do DCDPC 

is respostas induzidas pela ACh podem ter ocorrido por 
ismo independente da inibição dos Cl , como, por exem- 
bloqueio de canais catiônicos não-seletivos, um meca- 
utilizado pela ACh em músculo liso respiratório 

ÍSEN & SIMS, 1992) e gastrointestinal (SIMS, 1992; 
AM et al, 1985). É pouco provável o envolvimento dos 
Cl na contração induzida pela ACh em fundo de estô- 
ie rato, uma vez que o NFA não mostrou efeito inibitório 
do o cloreto foi substituído pelo gluconato na solução 
ho, a resposta da ACh foi também muito menos afetada 
tção à 5-HT (CRIDDLE et al, 1999). Em nosso estudo, a 
ção induzida pela ACh foi muito menos sensível à 
lina, condizente com os resultados de (SECREST et al. 
mostrando a importância de outros mecanismos con- 
como por exemplo, a liberação de cálcio intracelular e 
i de cálcio independente dos VDCC, utilizados pelos 
•ansmissores (BOLTON, 1979).

O DCDPC inibiu as contrações induzidas pelo KCI 
(60 pM) com valor de ICJ0 semelhante ao da 5-HT. Desde 
que a nifedipina (1 pM) inibiu completamente a contração 
induzida pelo KCI, o influxo de cálcio pelos VDCC parece 
ser importante no seu mecanismo de ação. Estudo prévio 
demonstrou a capacidade do DCDPC em inibir os VDCC em 
músculo gastrointestinal (CHEN et al, 1993) que, possivel
mente, explicaria o efeito inibitório do DCDPC sobre o KCI 
nesse estudo funcional.

Concluindo, este estudo mostrou que o DCDPC, um 
análogo estrutural do NFA, apresentou efeito inibitório não 
seletivo sobre as contrações induzidas pela 5-HT, ACh e KCI 
em fundo de estômago de rato, o que não foi observado em 
nossos estudos anteriores com NFA (CRIDDLE et al, 1999), 
indicando ser o NFA mais seletivo no bloqueio dos Cl , como 
também reportado por '(GREENWOOD & LARGE, 1997), em 
células isoladas. Portanto, o DCDPC parece não ser uma droga 
adequada como ferramenta farmacológica para os estudos fun
cionais dos Cl(Ca) em músculo liso, por falta de seletividade.

5. -REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

AKBARALI, H.I. & GILES, W.R. 1993. Ca2+ and Ca2+- 
activated CF currents in rabbit oesophageal smooth mus
cle. J. Physiol., 460: 117-133.

BAXTER, G.S., MURPHY, O.E. & BLACKBURN, T.P 1994. 
Further characterization of 5-hydroxytryptamine recep- 
tors (putative 5-HT2B) in rat stomach fundus longitudi
nal muscle. Br. J. Pharmacol., 112; 323-331.

BENHAM, C.D., BOLTON, T.B. & LANG, R.J. 1985. 
Acetylcholine activates an inward current in single mam- 
malian smooth muscle cells. Nature, 316: 345-347.

BOLTON, T.B. 1979. Mechanisms of action of transmitter and other 
substances on smooth muscle. Physiol Rev., 59: 606-718

CHEN, S., INOUE, R., ITO Y 1993. Pharmacological charac
terization of muscarinic receptor-activated cation 
channels in guinea-pig ileum. Br. J. Pharmacol., 109: 

■ 793-801.
CLARK, A.H., GARLAND, C.J.‘ 1993. Ca2+ channel anta- 

gonists and inhibition of protein kinase C each block 
contraction but not depolarization to 5-hydro- 
xytryptamine in rabbit basilar artery. Eur. J. Pharmacol., 
235: 113-116.

COX, D.A., COHEN, M.L. 1995. 5-Hydroxytryptamine2B Re
ceptor Signaling in Rat Stomach Fundus: Role of Voltage- 
Dependent Calcium Channels, Intracellular Calcium 
Release and Protein Kinase C. J.Pharmacol. Exp. Ther., 
272: 143-150.

CRIDDLE, D.N., SOARES DE MOURA, R., 
GREENWOOD, I.A., LARGE, W.A. 1996. Inhibitory 
actions of niflumic acid on noradrenaline-induced f 
contraction of the rat aorta. Br. J. Pharmacol., 118: 
1065-1071.

CRIDDLE, D.N., SOARES DE MOURA, R., 
GREENWOOD, I.A., LARGE, W.A. 1997. Inhibitory 
action of niflumic acid on noradrenaline- and 5-hydro-

Ciênoas e Tecnologia - vol. 2 n3. 1 - 2000



çytryptamine-induced pressor responses in the isolated 
nesenteric vascular bed of the rat. Br. J. Pharmacol., 
120: 813-818.
DDLE, D.N., SCARPARO, H.C., SANTOS, G.C.M., 
LEAL-CARDOSO, J.H. 1999 Selective inhibitory effects 
rf niflumic acid on 5-HT-induced contraction of the rat 
solated fundus. Br. J. Pharmacol., 126: 103P.
1UET, M., HOYER D., PARDO, L A, PAREKH, A, FLUXEN, 
F.W., KALKMAN, H.O., STÜHMER W„ LÜBBERT, H. 1992. 
Eloning and functional characterization of the rat stomach 
ãindus serotonin receptor. EMBO J., 11: 3481-3487.
1ENWOOD, I.A., LARGE, WA1997. Inhibition Ca2+-activated

-currents in smooth muscle cells by compounds structurally 
similar to niflumic acid. Br. J. PharmacoL, 123: 324P.
3G, R, WANG, Q„ LARGE, W.A. 1994. Action of ni- 
flumic acid on evoked and spontaneous calcium-activated 
íhloride and potassium currents in smooth muscle cells 
from rabbit portal vein. Br. J. Pharmacol., 112: 977-984. 
YER, D., CLARKE, D.E., FOZARD, J.R., HARTIG, P.R., 
MARTIN, G.R, MYLECHARANE, E.J., SAXENA, P.R, 
HUMPHREY, P.P. 1994. International Union of Pharma- . 
tology classification of receptors for 5-hydroxytryp- 
:amine (Serotonin). Pharmacol. Rev., 46: 157-203. 
JSSEN, L.J., SIMS, S.M. 1992. Acetylcholine activates non- 
selective cation and chloride conductances in canine and 
guinea-pig tracheal myocytes. J. Physiol., 453: 197-218.

JAGGER, D.J., ASHMORE, J.F. 1998. A potassium current 
in guinea-pig outer hair cells activated by ion channel 
blocker DCDPC. Neuroreport.,_ 9 (17): 3887-91.

KURSAR, J.D., NELSON, D.L., WAINSCOTT, D.B., BAEZ, 
M. 1994. Molecular cloning, functional expression, and 
mRNA tissue distribution of the human 5-hydroxytryp- 
tamine2B receptor. Mol. Pharmacol., 46: 227-234.

LAMB, F.S., VOLK, J.A., SHIBATA, E.F. 1994. Calcium- 
activated chloride current in rabbit coronary artery 
myocytes. Circ. Res., 75: 742 - 750.

LARGE, W.A., WANG, Q. 1996. Characteristics and phy
siological role of the Ca2+-activated Cl" conductance in 
smooth muscle. Am. J. Physiol., 271: C435-C454.

PACAUD, P„ G. LOIRAND, C. MIRONNEAU., MIRON
NEAU, J. 1989. Calcium-activated chloride current in 
rat vascular smooth muscle cells in short-term primary 
culture. Pfluegers Arch., 413: 629-636.

SECREST, R.J., SCHOEPP, D.D., COHEN, M.L. 1989. Com
parison of contractions to serotonin, carbamylcholine 
and prostaglandin F2a in rat stomach fundus. J. Phar
macol. Exp. Ther., 250 (3): 971-978.

SIMS, S.M. 1992. Cholinergic activation of a non-selective 
cation current in canine gastric smooth muscle is 
associted with contraction. J. Physiol., 449: 377-398.

fthVERSÍàÀDt FEDERAL DD CEA8A CiênciaseTecnouigia-vol 2^.1-2000 | 63
íiBUOTECA DE CIÊNCIAS DA SÂÜBI


