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RESUMO

Há na literatura uma grande lacuna a respeito dos efeitos da toxina A (TxA) do 

Clostridium difficile, sobre as propriedades mecânicas da musculatura lisa intestinal. Neste 

estudo foram avaliados os efeitos da TxA sobre as propriedades mecânicas da musculatura 

lisa intestinal e o mecanismo de ação. Esse efeitos foram avaliados no curso temporal de 2, 

6 e 18 h, quando alças intestinais isoladas de coelho foram injetadas com 1 pg/mL/alça de 

TxA. Como controle interno injetamos PBS em alças isoladas, vizinhas às injetadas com 

TxA. O efeito do manuseio cirúrgico do protocolo experimental foi avaliado utilizando 

alças isoladas de coelho injetadas apenas com PBS (controle externo). Alças intestinais de 

animais sacrificados não submetidos à cirurgia também foram utilizadas. Foram avaliados: 

a amplitude da movimentação espontânea e as amplitudes das contrações fásicas induzidas 

por K’ (7,5 a 120 mM) e ACh (0,1 a 300 liM). Em relação à movimentação espontânea, 

apenas no grupo PBSpõ observou-se um aumento significativo quando comparado ao grupo 

SC. A TxA alterou esses parâmetros da contratilidade de maneira bifásica em relação ao 

curso temporal. Para os grupos TxAjig e PBStis, houve um escalonamento de efeitos: 

TxA-rig < PBS-H8 < PBSpig. As diferenças entre TxA-ng e PBSris foram definidas como 

efeito local (efeito da TxA na alça diretamente exposta) e entre PBS-ns e PBSpis, como 

efeito sistêmico (efeito da TxA induzido nas alças vizinhas àquelas onde ela foi injetada). 

Dexametasona (2 mg/Kg) promoveu um bloqueio total dos efeitos depressores induzidos 

pela TxA na contratilidade intestinal, enquanto quinacrina (20 mg/kg) bloqueou apenas 

parcialmente. Indometacina (2 mg/Kg), Celecoxibe, (20 mg/Kg), Montelucaste sódico (10 

mg/Kg), Talidomida (50 mg/kg) e Pentoxifilina (50 mg/kg) promoveram um bloqueio total
4

para o mesmo efeito da TxA. A proteção da contratilidade intestinal contra os efeitos da 

TxA pelo hexametônio (10 mg/Kg) sugere ser o sistema nervoso entérico e, nele, a 

transmissão colinérgica nicotínica, uma via importante para os efeitos da TxA na contração 

muscular. O óleo essencial do Croton zehntneri (OECz) foi eficaz, em pequenas doses 

(comparas a DL5o), em bloquear os efeitos da TxA na contratilidade intestinal. O presente 

estudo demonstrou que as alterações da contratilidade induzida por 1 pg/ml/alça da TxA 

do C. difficile estão associadas ao processo inflamatório e a alteração da atividade do 

sistema nervoso entérico em coerência com o fato de células do músculo longitudinal e 
circular não apresentarem receptor para esta toxina. Z

Palavras-chave: Clostridium difficile, músculo liso intestinal e contratilidade.



ABSTRACT

The effects of the toxin A (TxA) of the Clostridium difficile, on the mechanical 

properties of the intestinal smooth muscle has been hitherto neglected. In this study the 

effects of the TxA on the mechanical properties of the intestinal smooth muscle and its 

underlying mechanisms of action were evaluated. The time course of these effects were 

evaluated to 2, 6 and 18 h, after rabbit isolated intestinal loops were injected with TxA (1 

pg/ml/loop). Isolated loops injected with PBS were used as internai control, whereas their 

neighboring loops were injected with TxA. Surgical handling-induced effects were 

evaluated using rabbit isolated loops injected only with PBS (externai control). Intestinal 

loops from sham-operated animais were also used. It was evaluated: amplitude of the 

spontaneous-, K+- (7.5 - 120 mM) or ACh-induced (0.1 - 300 pM) phasic contractions. In 

relation to spontaneous contractions, only PBSP6 group showed a signifícant increase 

compared to SC group. The time course of these contractility parameters was altered by 

TxA in two phases. For TxATIS and PBST18 groups, there were gradual effects: TxAT18 

< PBST18 < PBSP18. The differences between TxAT18 and PBST18 were defrned as 

local effects (effect of the TxA in the directly exposed loop) and between PBST18 and 

PBSP18, as systemic effects (TxA-induced effects in neighboring loops far from those 

where it was originally injected). Dexametasone (2 mg/Kg) fully blocked the depressor 

TxA-induced effects on the intestinal contractility. On the other hand, quinacrine (20 

mg/kg)-induced blockade was only partial. Indometacine (2 mg/Kg), celecoxibe, (20 

mg/Kg), sodium montelukast (10 mg/Kg), talidomide (50 mg/kg) and pentoxifiline (50 

mg/kg) also fully blocked the TxA-induced effects. The hexamethonium (10 mg/Kg)- 

induced protection of the intestinal contractility against the TxA-induced effects strongly 

suggests an important enteric nervous system, as well as a cholinergic role in the TxA- 

induced effects on intestinal smooth muscle. The essential oil of Croton zehntneri (OECz) 

was efficient, in small doses (compared by the LD50), in blocking the TxA-induced effects 

on intestinal contractility. The present study showed that the TxA (1 pg/ml/loop) of the C. 

difficile induced alterations on intestinal contractility, which were associated to 

inflammatory processes. Alterations of the enteric nervous system activity are in coherence 

with the absence of TxA receptors in longitudinal and circular smooth muscle cells.

Key Words: Clostridium difficile, ileum smooth muscle and contractility
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INTRODUÇÃO

1. Clostridium difficile

1.1. Marcos Históricos

O trato gastrointestinal contém uma microbiota extremamente complexa que atua 

como uma barreira natural contra a colonização de enteropatógenos. Uma vez essa barreira 

alterada ou destruída, o homem se torna, mais susceptível a infecção por patógenos 

entéricos (Lyerly e Wilkins, 1995). Uma modificação da barreira natural do intestino 

decorrente da antibioticoterapia manifesta um dos mais importantes enteropatógenos 

hospitalares: o Clostridium difficile (Bartlett, 1984; Lyerly e cols, 1988; Pothoulakis, 1993; 

Kelly e cols, 1994; Lyerly e Wilkins, 1995).

Hall e O’Toole (1935) foram os primeiros a descreverem a natureza toxigênica deste 

organismo, denominando-o inicialmente de Bacillus difficilis devido à dificuldade de isolá- 

lo em cultura pura. No entanto nas décadas de 50 e 60, complicações comuns ao uso de 

antibióticos eram associadas ao Staphylococcus aureus e não ao C. difficile (Bartlett, 1988; 

Tedesco e cols, 1974). O papel deste organismo como um patógeno importante era 

obscuro, até que em meados da década de 70, pesquisadores utilizando diferentes técnicas, 

tais como um meio de cultura seletivo, foram capazes de detectar o C. difficile em 

espécimes de pacientes com colite pseudomembranosa associada a antibióticos (Larson e 

cols. 1977; Rifkin e cols. 1977; Bartlett e Gorbach, 1977; Bartlett e cols. 1978; George e 

cols. 1978).
4

Desde então o mesmo tem sido reconhecido com uma freqüência cada vez maior, 

como o principal agente causador de doenças intestinais associadas ao uso indiscriminado 

de antimicrobianos, que variam desde uma simples diarréia a uma colite 

pseudomembranosa que muitas vezes pode ser fatal (Lyerly e cols. 1988; Kelly e cols. 

1994; Settle e Wilcox, 1996; Ho e cols. 1996: Starr e cols. 1997). Lima e Lima (1993) 

demonstraram em estudo realizado no Hospital Universitário Walter Cantídio da 

Universidade Federal do Ceará, que C. difficile é o principal agente causador de diarréia 

hospitalar daquele estabelecimento.

Nessa mesma época, acreditava-se que C. difficile produzira todos os seus diferentes 

efeitos devido a uma única toxina, até que em 1990, Dr. John Bartlett e colaboradores 

mostraram que C. difficile produzia duas diferentes toxinas: a toxina A, referida como 
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enterotoxina e a toxina B, freqüentemente referida como citotóxica (Taylor e cols. 1980). 

Acredita-se que a toxina A (TxA) é a causa mais comum dos sintomas das doenças 

associadas ao C. difficile desde que é altamente ativa no trato gastrointestinal onde a toxina 

B (TxB) não o é (Lyerly e Wilkins, 1995).

Em virtude do uso indiscriminado de antimicrobianos é importante ressaltar que as 

doenças relacionadas com o C. difficile têm se tomado cada vez mais frequentes, 

aumentando o índice de mortalidade decorrente dessas doenças, com uma incidência anual 

estimada de mais de 3 milhões de casos nos Estados Unidos (Pothoulakis e Lamont, 2001).

1.2 . Microbiologia

O C. difficile é um bacilo anaeróbio gram-positivo que forma esporos subterminais. A 

habilidade de formar esporos torna esse organismo muito resistente a sua remoção do 

ambiente hospitalar. Essa produção de esporos não esta associada com a produção de 

toxina, mas a produção de toxina é muito alta durante a fase de crescimento estacionário 

(Lyerly e Wilkins, 1995). Durante a esporulação e subseqüente lise celular TxA e TxB 

atuam intracelularmente ligando-se a superfície celular alterando a permeabilidade das 

células epiteliais, promovendo perda do fluido intracelular, resultando enfim na morte dos 

enterócitos (Florin e cols. 1983; Henriques e cols. 1987; Songer, 1996).

Algumas cepas produzem cápsulas, influenciadas provavelmente pelo nível de glicose 

no meio de cultura, entretanto não parece existir uma associação da cápsula com a 

virulência, bem como com a produção de toxina (Davies e Borriello, 1990; Strelau e cols. 

1989; Baldassarri e cols. 1991).

A parede celular do C. difficile consiste de muitas proteínas que tem sido parcialmente 

caracterizada, como as proteínas Mr de 38 e 42 kDa. Antígenos como glicose, glicosamina, 

fosfatos e ácidos graxos constituem 40% do peso da parede celular. Se esses antígenos são 

ou não diferentes das proteínas de 38 e 42 kDa identificadas é desconhecido (Cerquetti e 

cols. 1992; Masuda e cols. 1989; Poxton e Byrne, 1981; Poxton e Cartmill, 1982). Um 

outro antígeno, proteína de 36 kDa, esta localizada na superfície celular envolvido com o 

recrutamento de anticorpos em pacientes com infecções com C. difficile. Sua função não é 

conhecida, mas não é tóxico e nem proteolítico e não se liga a imunoglobulinas como 

fazem alguns componentes de outros clostrídios (Cerquetti e cols. 1992; Pantosti e cols. 

1989 a eb).

.í
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O C. difficile requer condições anaeróbias para seu crescimento, no entanto não é um 

anaeróbio restrito como o Clostridium telani. Para o isolamento clínico do organismo e 

para condições de crescimento ótimo, entretanto, é importante que a bacteriologia 

anaeróbica seja usada. O organismo exibe diferentes características fenotípicas como 

fluorescência e odor de “estrume de cavalo” que auxiliam a identificação, mas não o difere, 

devido outras cepas de clostrídios as exibir (Lyerly e Wilkins, 1995). O meio seletivo e 

diferencial mais tipicamente utilizado para o C. difficile é o àgar contendo frutose, 

cefoxitina e cicloserina (CCFA) originalmente descrito por George e cols. (1979). Vale 

salientar que atualmente várias técnicas são utilizadas para a identificação de bactérias 

anaeróbias, bem como métodos para identificação de toxinas como ELISA, cultura de 

células, contraimunoeletroforese e aglutinação pelo látex. Dentre essas, a cultura de 

células, considerado o método padrão, é utilizada como parâmetro para os outros testes na 

identificação de toxinas como as do C. difficile (Lyerly e cols. 1988).

1.3. Toxinas do C. difficile

A grande maioria das cepas toxigênicas do C. difficile produz duas potentes 

exotoxinas, a enterotoxina (TxA) e a citotoxina (TxB) que estão inseridas no processo de 

desenvolvimento das doenças diarréicas e de suas complicações clínicas (Titov e cols. 

2000). Quanto mais toxigênica a cepa, maior a produção das toxinas, indicando uma 

variação na produção destas. O filtrado de cepas altamente toxigênicas pode compreender 

quase 5% da proteína bacteriana total, indicando que o organismo dispende uma enorme 

quantidade de energia produzindo toxinas,(Lyerly e Wilkins, 1995). Tem sido descrito que 

apenas a cepa CCUG 8864 produz uma única toxina, que interessantemente é a TxB em 

altos níveis, não estando claro se o fragmento da TxA é produzido (Borriello e cols. 1992; 

Torres, 1991; Lyerly e cols. 1992).

Chaves-Olarte e cols. (1997) identificaram como três as principais diferenças entre as 

toxinas A e B do C. difficile. 1) a ligação específica das toxinas a superfície das células 

relaciona-se com a citotoxidade de cada uma; 2) TxB possui atividade enzimática 100 

vezes maior do que TxA; e 3) TxA modifica um substrato adicional (Rap).

Existem trabalhos mostrando que outros fatores biologicamente ativos são produzid;os 

pelo C. difficile, mas estes não foram confirmados. A atividade desses fatores parece 

resultar a partir de uma contaminação com pequenas quantidades da TxA ou TxB (Justus e 

cols. 1982; Giuliano e cols. 1988).
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Ainda a esse respeito, há relatos na literatura da existência de toxinas variantes de TxB 

(TxB-1470 e TxB-8864), isoladas de cepas de C. difficile TxA negativa (von Eichel- 

Streiber e cols. 1995; Torres, 1991). Essas variantes z>z vitro são capazes de produzir de 

alguma forma efeitos citopáticos diferentes das alterações morfológicas encontradas nas 

neurites clássicas (Torres, 1991; Chaves-Olarte e cols. 1999). O papel dessas variantes no 

processo patogênico é incerto embora tenham sido encontradas cepas de C. difficile TxA 

negativa produzindo patologias gastrointestinais (al-Barrak e cols. 1999; Limaye, e cols. 

2000). Um recente estudo realizado na França com 334 pacientes mostrou cepas de TxA 

negativa produzindo diarréia associada ao C. difficile com uma prevalência de 2,7 % 

(Barbut e cols. 2002). Em todos os casos TxB foi apontada como a responsável em 

produzir esse efeito citopático atípico. Assim as citotoxinas dessas cepas podem ser fatores 

de virulência relevante que tomam para si funções geralmente apropriadas para TxA. Esse 

achado contradiz o dogma de que TxA seja a única responsável pelos efeitos 

patofisiológicos induzidos pelo C. difficile. (Chaves-Olarte e cols. 2002). A interpretação 

dessa hipótese através de experimentos zzz vivo podería fornecer uma profunda 

compreensão de entidades clínicas relevantes como as diarréias associadas a antibióticos e 

a colite pseudomembranosa o que podería implicar melhores opções de tratamento para 

essas doenças (Chaves-Olarte e cols. 2002).

1.3.1. Atividades Biológicas

TxA e TxB pertencem a familia das grandes toxinas clostrídicas (aproximadamente 

300 kDa) e são glicosiltransferases que modificam GTPases da subfamília RhoA (Just e 

cols. 1995 a e b). Ambas são de grande importância clínica por serem agentes causadores 

de diarréias associadas a antibióticos e de quase todos os casos de colite 

pseudomembranosa (Kelly e cols. 1994; Bartlett, 1994; Kelly e LaMont, 1998). As duas 

toxinas induzem as mesmas características citoesqueléticas e morfológicas (acompanhadas 

pela redistribuição do citoesqueleto de actina) e suas atividades citotóxicas diferem apenas 

na potência (Just e cols. 2000). Embora considerada cerca de mil vezes mais potente que a 

TxA no que diz respeito a citotoxidade, a TxB é desprovida de efeitos enterotóxicos, ou 

seja, provocar secreção de fluidos, lesão morfológica e infiltrado inflamatório na mucosa 

intestinal (Taylor e cols. 1981; Lyerly e cols. 1982; Lyerly e cols. 1985; Triadafilopoulos e 

cols. 1987b). São letais quando injetadas parenteralmente em animais e possuem doses 

letais similares: aproximadamente 50 ng das duas toxinas são suficientes para matar um 
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camundongo de 25 g quando injetadas intraperitonealmente (Lyerly e Wilkins, 1995; 

Arnon e cols. 1984).

A atividade mais impressionante da TxA é sua atividade enterotóxica, que difere das 

de outras toxinas como a da cólera e a toxina lábil da Escherichici coli. A TxA promove um 

fluido hemorrágico viscoso diferente do fluido aquoso promovido por essas outras toxinas. 

A hemorragia decorrente do dano tecidual promovido pela TxA faz com que a mesma seja 

considerada uma histotoxina. Esta é a base da enteropatia observada em infecções com C. 

difficile e o porque dela ser considerada como a toxina primária destas infecções (Lima e 

cols. 1988; Rybolt e cols. 1989). Aproximadamente lDg de TxA é suficiente para 

promover esse tipo de resposta quando injetada em alças intestinais ligadas de coelhos. A 

TxA é pelo menos tão potente e efetiva quanto a toxina da cólera em promover uma 

resposta de fluido positivo nesse modelo (Lima e cols. 1988). Nesse mesmo modelo, TxB 

não apresentou atividade, o que não significa que a mesma, não tenha importância na 

doença, pois outros experimentos mostraram que a mesma quando administrada 

intragastricamente e com pequenas doses não tóxicas de TxA em hamsters, torna os 

animais letárgicos e os conduz ao êxito letal, intrigantemente sem apresentar patologia 

óbvia no trato intestinal. Foi sugerido que a TxB poderia deixar o intestino e agir 

distalmente em outros órgãos, bem como agir de forma sinérgica com a TxA. T.xB não é 

capaz de induzir sintomas clínicos em modelos animais a menos que seja inoculada junto 

com quantidades sub-letais de TxA (Lyerly e cols. 1985).

1.3.1.1 Participação de Mediadores inflamatórios

A resposta inflamatória aguda induzida pela TxA decorre de complexos mecanismos 

que envolvem de alguma forma a participação de mediadores inflamatórios, tais como: 

prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), fator ativador de plaquetas (PAF), interleucinas 

(ILs), histamina (HA) e óxido nítrico (NO) por células residentes da lâmina própria 

intestinal (Triadafilopoulos e cols. 1987a; Triadafílopoulos e cols. 1989; Linevsky e cols. 

1990; Miller e cols. 1990; Burakoff e cols. 1995; Fonteles e cols. 1995; Qiu e cols. 1996; 

Mahidaecols. 1996).

Estudos mostraram que macrófagos da lâmina própria são ativados durante o estágio 

inicial da enterite induzida pela TxA e liberam a proteína inflamatória de macrófagos-2 

(MIP-2). Isso sugere que a infiltração neutrofílica na mucosa do cólon é uma característica 

proeminente dessa enfermidade (Çastagliuolo e cols. 1997 e 1998). Em ratos, citocinas e 
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MIP-2 dividem a mesma habilidade em atrair e ativar neutrófilos tanto in vitro (Wolpe e 

cols. 1989; Ribeiro e cols. 1991) como in vivo (Wolpe e cols. 1989; Driscoll e cols. 1993; 

Feng e cols. 1995; Shanley e cols. 1997), mostrando que as células epiteliais colônicas 

respondam a infecções bacterianas, a agonistas inflamatórios, bem como ao 

Lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) pela expressão de uma diversidade de citocinas pró- 

inflamatórias (Ribeiro e cols. 1991; Schuerer-Maly e cols. 1994; Jung e cols. 1995).

Alguns trabalhos mostram que alta dose de TxA exerce uma potente ação 

quimioatraente direta sobre neutrófilos humanos in vitro e estimula a liberação de citocinas 

(fator de necrose tumoral alfa [TNF-a], IL-1 e 1L-6) a partir de monócitos humanos 

também in vitro (Miller e cols. 1990; Flegel e cols. 1991). A migração de neutrófilos in 

vivo induzida tanto por TxA quanto por TxB é mediada pela liberação de fatores 

quimioatraentes, tais como leucotrienos e citocinas (TNF-a e IL-1) a partir de macrófagos 

residentes, o que mostra que mastócitos e outros leucócitos estão envolvidos na 

físiopatologia da TxA na mucosa intestinal (Rocha, 1994; Rocha e cols. 1997; Souza e 

cols. 1997). Macrófagos estimulados com TxA, mas não com a TxB, sintetizam IL-ip, 

dependendo da ativação da proteína G e envolvendo a participação de PGs, PAF e TNF-a. 

Essa interleucina sintetizada é então capaz de promover secreção intestinal in vitro de 

maneira indireta, via ativação do sistema nervoso entérico (SNE) (Rocha, 1998; Rocha e 

cols. 1998).

Diferente dos macrófagos, os mastócitos armazenam TNF-a em grânulos e podem 

liberá-lo imediatamente após a exposição a TxA e participar da fase inicial da reação 

inflamatória, já que essa citocina causa necrose de células epiteliais e inibição da 

motilidade gástrica (Sartor, 1994; Malaviya*, 1996). Estudos mostram que TxA induz a 

secreção de mediadores inflamatórios de mastócitos direta ou indiretamente através da 

liberação de substância P, um conhecido ativador de mastócitos na mucosa (Goyal e 

Hirano, 1996). Agindo diretamente sobre os mastócitos, a TxA induz ruptura de 

citoesqueleto o que pode alterar a habilidade dos mastócitos em liberar mediadores como 

HA e NO após a ativação dependente ou não de antígeno (Calderón e cols. 1998).

Molécula mediadora produzida por mastócitos e provavelmente envolvida na 

físiopatologia de enterocolites, o NO potencializa mastócitos mediados por TNF-a, mas 

sua síntese a partir dos mastócitos não é estimulada pela TxA (Bissonnette e cols. 1991/ 

Salvemini e cols. 1991). Qiu e cols (1996) demonstraram que o NO inibe a enterotoxidade 
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da TxA em intestino delgado de ratos provavelmente por um mecanismo que não 

envolvería os mastócitos, mas talvez outras células de defesa.

Recentemente, Carneiro-Filho e cols. (2001) demonstraram a atividade edematogênica 

das toxinas A e B do C. difficile com diferente potência e curso de tempo. Eles mostraram 

ainda que essa atividade foi inibida apenas pela pentoxifilina, enquanto o recrutamento de 

neutrófilos, também induzido pelas toxinas, foi significantemente inibido tanto pela 

pentoxifilina quanto pela talidomida, dois inibidores da produção do TNF.

No que diz respeito a TxB, Souza e cols. (1997) demonstraram que em estudos 

experimentais z/z vivo a TxB foi capaz de induzir intensa migração neutrofilica, mediado 

por TNF-a derivado de macrófagos e por produtos da lipoxigenase. Estudos recentes desse 

mesmo grupo de pesquisa demonstraram que a TxB ao estimular macrófago in vitro, 

diferente de TxA (Rocha e cols. 1998), não foi capaz de induzir secreção intestinal, 

tampouco alterou o transporte iônico eletrogênico em íleo de coelho. (Rocha e cols. 2001).

1.3.1.2 Participação do Sistema Nervoso Entérico

As alterações das secreções intestinais causadas por enterotoxinas bacterianas 

geralmente envolvem o SNE (Cassuto e cols. 1981; Jodal e cols. 1993; Vanner e cols. 

1993; Goyal e Hirano, 1996). A TxA do C. difficile é conhecida por causar uma resposta 

necro-inflamatória, com infiltração de neutrófilos e secreção de fluido aumentado no trato 

gastrointestinal. Os efeitos inflamatórios e secretórios dessa toxina, de forma semelhante 

aos da toxina colérica, envolvem vias neurais intrínsecas, mas com a participação de 

diferentes caminhos (Fig 1). São através desses caminhos que TxA promove degranulação 

de mastócitos e secreção de múltiplos mediadores inflamatórios, incluindo PGs, HA e 

serotonina (5-HT), os quais podem estimular reflexos secretomotores, incluindo a 

vasodilatação da submucosa (Vanne e cols. 1993). Acredita-se que esses efeitos envolvem 

a ativação de nervos por serem suprimidos por bloqueio neuronal (lidocaína, hexametônio 

e capsaicina) (Castagliuolo e cols. 1994) e, além disso, o pré-tratamento com capsaicina, a 

qual destrói seletivamente neurônios aferentes primários contendo substância P, bem como 

com antagonistas da substância P (Pothoulakis e cols. 1994; Fonteles e cols. 1995) também 

inibem a resposta secretória e inflamatória da TxA, sugerindo que a ação dessa toxina^ 

transduzida por fibras aferentes esplênicas primárias contendo substância P (Pothoulakis e 

cols. 1994). Mantyh e cols. (1996) ainda demonstram que TxA é capaz de liberar 

substância P a partir de neurônios aferentes primários que atuam em neurônios entéricos e
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Fig. 1 - Ações inflamatórias e secretomotoras da Toxina A do

Clostridium difficile. (Goyal, R. K., Hirano, I.: The Enteric Nervous

System. In: Mechanisms of Disease. The New England Journal of 

Medicine, 1106-15, 1996).
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plexos mioentéricos. Segundo Pothoulakis e cols. (1998) a TxA ao ligar-se a seu 

receptor na célula epitelial intestinal leva a liberação de citocinas que se difundem para a 

lâmina própria e ativam neurônios aferentes sensoriais primários cujos corpos celulares 

estão no gânglio dorsal (DRG). Essa ativação libera substância P e peptideo liberado pelo 

gene da calcitocina, os quais estimulam mastócitos da mucosa e outras células imunes 

residentes, tal como neutrófilos polimorfonucleares (PMN) a degranulação (Fig. 2 A, B). 

Muitos mediadores pró-inflamatórios [HA, PAF, LeucotrienoC.} (LTC4) e proteases] e 

potentes mediadores inflamatórios (MIP-2, TNF-a e Substância P) são liberados dessas 

células após a administração da TxA. Esses estimulam diretamente a secreção de fluido das 

células epiteliais, bem como a expressão de moléculas de adesão, levando a entrada de 

PMN para mucosa intestinal e liberação de mediadores pró-inflamatórios que levam a 

destruição aguda e necrose da crista dos enterócitos 2 à 3h após a exposição da TxA (Fig. 2 

B, C) Recentemente Mantyh e cols (2000) mostraram que a desnervarção cirúrgica 

extrínseca do íleo de ratos protege o mesmo da enterite induzida pela TxA, excluindo a 

participação de nervos entéricos intrínsecos desse efeito e sugerindo que neurônios 

sensoriais primários extrínsecos medeiam os efeitos da TxA intraluminal no íleo.

A TxA purificada possui ações diretas sobre neurônios do plexo submucoso do 

intestino delgado de coelhos, em concentrações relativamente baixas (Xia e cols. 2000). 

Inicialmente sua ação excitatória minimiza respostas excitatórias sinápticas 

caracteristicamente encontradas em neurônios entéricos (Wood, 1994) bem como minimiza 

efeitos excitatórios lentos produzidos pela liberação parácrina de HA de mastócitos da 

mucosa (Frieling e cols. 1994a e b; Frieling e cols. 1992; Wood, 1992) e uma outra ação 

seria sua capacidade de suprimir potenciais inibitórios pós-sinápticos (PIPS) evocados pela 

estimulação da liberação de noradrenalina a partir de fibras nervosas pós-ganglionares 

simpáticas. A excitação direta pela toxina dos neurônios secretomotores e/ou 

interneurônios que fornecem força sináptica excitatória para os neurônios secretomotores e 

a ação inibitória da toxina sobre a transmissão noradrenérgica para neurônios 

secretomotores e/ou interneurônios conectados sinapticamente, são as duas ações neuronais 

da TxA que parecem estar envolvidas na produção do estado secretório. Essas ações 

efetivamente invalidam qualquer ação de bloqueio sináptico em neurônios secretomotores 

para permitir disparos secretomotores máximos e hiper-estimulação da secreção mucosa 

(Xia e cols. 2000). Baseado na neurofisiologia da interface sináptica entre as divisões 

entéricas e sináptica do sistema nervoso autônomo (SNA), o significado do bloqueio 

induzido pela TxA da liberação de noradrenalina de sinapses excitatórias é a prevenção da
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Fig. 2 - Patogênese da Diarréia Inflamatória causada pela Toxina A / 

do Clostridium difficile (Pothoulakis. C. Castagliuolo. I. Lamont. J. T.

Nerves and intestinal mast cells modulate responses to enterotoxins. News in 

Physiological Sciences. 13(2) : 58-63. 1998).
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inativação sináptica de microcircuitos entéricos que geram a atividade motora 

intestinal e outros comportamentos intestinais durante a enterite associada ao C. difficile 

(Xia e cols. 2000).

Em adição aos seus efeitos secretórios, TxA também produz um padrão de motilidade 

intestinal que é caracterizado por seqüências de contrações representadas por repetidos 

disparos de potenciais de ação (Goyal e Hirano, 1996). Assim são muitas as evidências 

diretas e indiretas que fornecem um suporte para um possível papel do SNE na 

fisiopatogenia da doença intestinal associada a TxA.

1.3.1.3. Outras Atividades:

Além das atividades tóxicas, a TxA é uma lectina e aglutina eritrócitos de coelhos. A 

atividade hemaglutinante é específica e ocorre seguindo a ligação da toxina com resíduos 

de Galctl-3Gaipi-4GlcNAc (Krivan e cols. 1986). TxA também se liga a muitos antígenos 

carboidratos os quais são encontrados em células humanas e podem ser receptores 

biológicos para a toxina no cólon. TxB não se liga a tais receptores e isso parece ser uma 

das razões que TxB não causa dano direto ao epitélio intestinal (Tucker e Wilkins, 1991).

Estudos realizados por He e cols (2000) para avaliar os efeitos da TxA nos eventos de 

despolimerização de actina e na função mitocondrial antes do arredondamento celular, 

constataram, através da medida da concentração de ATP, uma redução no potencial de 

membrana mitocondrial como também um aumento nos radicais de oxigênio reativo, 

confirmando os efeitos citotóxicos dessa toxina.

TxA tem sido apontada como indutora de apoptose em células epiteliais intestinais, 

células da lâmina própria colônica e mastócitos, mas o mecanismo envolvido na ativação 

do sistema de caspase permanece incerto (Fiorentini e cols. 1989; Mahida e cols. 1996; 

Mahida e cols. 1998; Calderon e cols. 1998). A apoptose epitelial induzida pela TxA 

podería explicar muito a respeito da patogênese da colite. A perda de células como 

macrófagos e linfócitos T por apoptose induzido pela TxA in vivo podem suprimir o 

sistema imune da mucosa do cólon e levar a quadros de severidade em infecções primárias 

ou secundárias (Mahida e cols. 1998). A indução de apoptose pela TxA tem sido relatada 

em células T84 (uma linhagem de células intestinais do cólon) e em culturas de espécirpes 

de biópsia colônica de humanos, porém com mecanismo incerto (Mahida e cols. 1996). 

Recentemente Brito e cols. (2002) mostraram que TxA induz apoptose em células T84 

através de um mecanismo dependente da inativação das proteínas Rho, ativação das
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caspases 3, 6, 8, 9 e do Bid (um membro da família Bcl-2 pró-apóptica) e ainda dano 

mitocondrial seguido pela liberação de citocromo C. Essa atividade pró-apóptica da TxA 

pode contribuir para a destruição da mucosa vista na enterite induzida por essa toxina.

Fiorentini e cols. (1998) evidenciaram que células intestinais expostas a TxB exibiram 

características morfológicas típicas de apoptose.

Em estudos realizados por Ciesla-Jr e Bobak (1998) para avaliar as atividades 

enzimáticas das toxinas A e B do C. difficile observou-se que TxB, como uma 

glicosiltransferase, é cerca de cinco vezes mais potente do que TxA. Para a atividade 

hidrolítica as toxinas requeriam potássio para ativar suas funções através do aumento na 

velocidade máxima de reação com pequeno efeito na constante de Michaelis para a UDP- 

glicose. Ao contrário do potássio, o sódio não foi ativo para manter a atividade hidrolítica. 

TxA e TxB ainda necessitaram de manganês ou magnésio para otimizar a atividade 

hidrolítica, sendo o magnésio o mais potente ativador (Wedler, 1993; Schweins e cols. 

1997).

As ações das toxinas do C. difficile na contratilidade e no controle das funções 

intestinais propriamente dita, ainda não estão bem esclarecidas. Estudos anteriores 

relataram que o sobrenadante de culturas não purificadas do C. difficile quando 

administrado a alças isoladas de íleo de coelho, promovia respostas mioelétricas e, devido 

a não reprodutibilidade destes resultados após a purificação, os autores acabaram 

atribuindo esta ação a um terceiro fator, diferente das toxinas A e B do C. difficile (Justus e 

cols. 1982).

Lima e cols. (1989) mostraram que a injeção de toxina A do C. difficile em alças 

intestinais de coelhos produz uma respostg inflamatória aguda onde, 2 h após a inoculação 

dessa toxina, houve uma significativa infiltração de células mononucleares e uma potente 

secreção intestinal semelhante àquela produzida pela toxina do Vibrio cholerae, mas sem 

causar prejuízos à mucosa intestinal.

No mesmo ano Gilbert e cols. (1989), mostraram que a inoculação por duas horas da 

toxina A (60 pg/ml) em alças intestinais de coelhos promoveu um grande incremento da 

motilidade intestinal, com aumento da amplitude e da regularidade temporal das contrações 

fásicas de músculo liso em resposta ao carbacol (0,01-1,0 pM). No entanto o componente 

tônico das respostas não foi significativamente afetado. Eles associaram a mediação desie 

fenômeno com substâncias liberadas por células do sistema imune.

Embora dados na literatura mostrem que o cólon de coelhos pareça ser 

consideravelmente mais resistente aos efeitos de TxA do que o íleo (Mitchell e cols. 1986;
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Burakoff e cols. 1995; Lima e cols. 1988), experimentos m vitro mostram que tanto TxA 

quanto TxB alteram as características eletrofisiológicas do epitélio colônico (Riegler e 

cols. 1995) e in vivo C. difficile possui habilidades de alterar a função motora do cólon 

(Burakoff e cols. 1995).

1.3.2 Mecanismo de Ação

1.3.2.1. Estrutura das Toxinas

As toxinas do C. difficile são peptídeos de cadeia simples compreendendo três 

domínios enzimáticos (Fig. 3). O domínio enzimático o qual catalisa a reação de 

monoglicolisação está localizado na porção amino terminal de ambas toxinas (Hofmann e 

cols. 1997). A porção intermediária inclui um domínio transmembrana, o qual 

provavelmente é o mediador da translocação da toxina para o citosol, mas seu mecanismo 

ainda não foi comprovado. O domínio de ligação do receptor reside na porção carboxílica 

localizada em 1/3 da molécula de TxA a qual é construída de unidades peptídicas que se 

repetem. Essas unidades de repetição podem funcionar como uma proteção para as toxinas 

contra a proteólise. Elas representam a porção imunodominante da molécula, são altamente 

imunogênicas e recrutam muito dos anticorpos quando as toxinas são injetadas 

parenteralmente. São atóxicas, mas retêm a atividade hemaglutinante da molécula (Price e 

cols. 1987; Wren e cols. 1987). Embora ainda não tenha sido comprovado, essa porção 

também parece existir em TxB (Hofmann e cols. 1998; Hofmann e cols. 1997). Estudos 

mostram que a perda de unidades de repetição carboxílicas terminais da TxB induz uma 

redução de 10 vezes na potência citotóxica (Barroso e cols. 1994).

Três descobertas sugerem a idéia de que a porção carboxílica reálmente abriga o 

domínio de ligação do receptor: 1) A organização modular dessa região (Wren 1991; von 

Eichel-Streiber e cols. 1992 b); 2) a homologia com os carboidratos do domínio de ligação 

das glicosiltransferases dos Síreptococos (von Eichel-Streiber e cols. 1992 a,b); 3) a 

inibição da atividade citotóxica da TxA por um anticorpo monoclonal reconhecendo um 

epítopo deste domínio (Lyerly e cols. 1986; Frey e Wilkins, 1992) e a inibição da 

morbidade associada ao C. difficile em um modelo animal através de anticorpos 

direcionados para a porção carboxílica da TxA e TxB (Kink e Williams, 1998).

O domínio de ligação do receptor na TxA funciona como uma lectina multivalente 

com alta especificidade de ligação para um receptor intestinal (Krivan e cols. 1986).
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Fig. 3. Estrutura da toxina A do Clostridium difficile. (Just, I., Hofmann, F., Aktories, K. Molecular mode of action

of the large clostridial cytotoxins . Curr. Top. MicrobialImmunol. 250: 55-83, 2000.)
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1.3.2.2. Receptor de Ligação e Internalização

TxA e TxB agem intracelularmente através de um processo sofisticado: entra na célula 

intacta via endocitose mediada por receptores. As toxinas ligam-se a receptores específicos 

de membrana os quais podem ser proteínas, glicoproteínas ou glicolipídeos (Just e Boquet, 

2000).

A diferença na capacidade de ligação máxima para cada toxina e a diferença em ligar- 

se a carboidratos especiais indica que o sítio de ligação celular para as duas toxinas não é 

idêntico (Chaves-Olarte e cols. 1997; Tucker e Wilkins, 1991).

Elementos essenciais para a ligação da TxA na membrana celular são estruturas de 

carboidratos, enquanto que para TxB essas estruturas são completamente desconhecidas 

(Pothoulakis e cols. 1996). Estudos mostram que TxA liga-se diretamente a uma estrutura 

de carboidrato terminal: a Gala.l-3Gaipi-4GlcNAc (Krivan e cols. 1986; Tucker e 

Wilkins, 1991) ausente em humanos (Larsen e cols. 1990), mas parece estar presente em 

roedores e outros animais. Isto implica que a ligação da TxA a enterócitos humanos 

envolve um oligossacarídeo diferente ou uma possível interação proteína-proteína 

(Pothoulakis e LaMont, 2001). O receptor celular da TxA tem sido caracterizado como 

uma glicoproteína de 106 kD (Rolf e Song, 1993).

Se as toxinas têm propriedades de lectinas, não pode ser excluído que as mesmas 

liguem-se a muitas estruturas relacionadas a carboidratos de maneira saturável, mas apenas 

um é o receptor especifico que induz a endocitose das toxinas (Rolfe e Song, 1995).

Uma vez que TxA se liga ao seu receptpr de membrana plasmática, a internalização se 

inicia dentro de minutos. A ligação toxina-receptor torna-se irreversível dentro de poucos 

minutos onde a tentativa de resgatar as células com antitoxinas ou por lavagem é sem 

efeito. Após 5-10 min., a toxina está localizada na mitocôndria e sua ligação é 

acompanhada por uma queda na concentração de ATP intracelular, liberação de citocromo 

c mitocondrial e produção de espécimes de oxigênio reativo (He e cols. 2000). Não é ainda 

conhecido se as toxinas internalizadas requerem processamento em compartimentos 

ácidos, ou pela ativação de proteases ou se elas preferencialmente modificam as proteínas 

Rho, segregadas em uma organela específica ou no citoplasma (Pothoulakis e LaMont^ 

2001).



I.3.2.3. Glicolisação das Proteínas Rho

No citoplasma, TxA e TxB executam sua toxicidade pela atividade catalítica 

intracelular de monoglicosilar reguladores chaves do citoesqueleto de actina - as GTPases 

Rho - resultando em sua inativação (Just e cols. 2000; Hall, 1998; Just e Hofmann, 2001).

As proteínas Rho são proteínas conhecidas como GTPases Rho, de baixo peso 

molecular e pertencente à superfamília Ras de pequenas proteínas G transdutoras de sinais 

intracelulares (Bongaerts e Lyerly, 1994). Os vários membros dessa família trabalham 

como interruptores moleculares que respondem a um estímulo externo (Wilkins e Lyerly, 

1996).

As GTPases Rho (A, B, C, Rac e Cdc42) estão envolvidas na organização do 

citoesqueleto (manutenção da forma celular), na regulação da migração, adesão e 

polaridade celular, bem como no controle da transcrição, progressão e transformação do 

ciclo celular. Apresentam um papel chave na regulação da secreção, fagocitose, endocitose 

e NADPH oxidase. Assim, envolvidas no controle da resposta celular para sinais 

extracelulares em seu amplo sentido (Aktories e cols. 2000).

Existem pelo menos três proteínas Rho (A, B e C) nos humanos as quais parecem ter 

diferentes sítios de localização em algumas células (Ridley e Hall, 1992). Entretanto essas 

proteínas apresentam suaves diferenças funcionais, embora sua principal função pareça ser 

a organização dos filamentos de actina pela ativação de enzimas como as fosfoinositol 3- 

quinase (Zhang e cols. 1993), fosfolipase D e tirosina quinase (Wilkins e Lyerly, 1996).

As toxinas do C. difficile dentro das jiélulas recrutam uma glicose do nucleotídeo 

uridina difosfato (UDP-glicose) como substrato e a transfere para um receptor do 

aminoácido treonina (Thr) em quase todas as subfamílias das GTPases Rho (Rho, Rac e 

Cdc42), inativando-as. O resíduo aceptor da treonina está na posição 37 da Rho e na 

posição equivalente (Thr-35) da Rac e da Cdc42. (Just e cols, 1995b; Selzer e cols. 1996; 

Popoffe cols. 1996).

Há algum tempo, o grupo de Richard Gilbert tem confirmado que as duas toxinas 

glicolisam as GTPases Rho na mesma posição e que outros membros muito semelhantes da 

família Ras não são afetados. Eles mostram que a modificação das GTPases Rho pelo C{ 

difficile drasticamente reduz a estabilidade dessas proteínas (Dillon e cols. 1995). 

Entretanto estudos mais recentes mostraram que TxA, mas não TxB modifica Rap2 (um 
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protótipo da superfamília Ras) em menor extensão, indicando uma diferença real na 

especificidade para o substrato das toxinas do C. difficile (Chaves-Olarte e cols. 1997).

A TxB catalisa a incorporação de mais de um mol de glicose por mo! de RhoA. Foi 

demonstrado que a microinjeção de RhoA previamente glicolisada pela TxB em 

monocamadas de células causou desagregação de filamentos de actina, indicando uma 

atividade negativa dominante da RhoA glicolisada (Just e cols. 1995b).

Desde que Thr-37/35 é funcional mente essencial para as GTPases Rho, sua 

glicolisação implica em muitas conseqüências: inabilidade de induzir polimerização dos 

filamentos de actina, induzindo com isso a retração e o arredondamento celular; 

citotoxidade e alterações na sinalização celular (Thelestam e cols. 1997; Hall, 1998); 

destruição da função de barreira das junções fechadas com o aumento da permeabilidade 

paracelular, perda do anel actinomiosina perijuncional e resistência elétrica diminuída 

(Riegler e cols. 1995); redução da síntese protéica e da divisão celular, apoptose ou necrose 

(Fiorentini e cols. 1998; Calderón e cols. 1998; Pothoulakis e LaMont, 2001). Contudo 

TxA ainda é capaz de estimular uma dramática reação do hospedeiro, a qual exacerba os 

efeitos da toxina no cólon (Pothoulakis e LaMont, 2001).

Como a glicolisação não inibe apenas uma única função das GTPases Rho, mas muitas 

ou quase todas, coincidências ou achados inesperados após a intoxicação da célula podem 

ser observados. Por exemplo: a intoxicação com TxB, a qual pode levar a uma 

desagregação dos filamentos de actina, inibiu a degranulação estimulada, um efeito oposto 

daquele que era esperado (Prepens e cols. 1996).

A perda da organização do citoesqueleto é provavelmente suficiente para causar a 

diarréia e a colite observada, resultante da separação das células epiteliais da mucosa. No 

entanto permanece a possibilidade que essas grandes moléculas (TxA e TxB) possam ter 

mais de uma atividade enzimática (Pothoulakis e LaMont, 2001). Na ausência de uma 

proteína aceptora a TxA pode hidrolisar UDP-glicose em UDP e glicose, atividade essa 

similar àquela de certas ADP-ribosiltransferases microbianas, tais como a toxina colérica 

que ribosila ADP nas proteínas alvo, assim como hidrolisa NAD em nicotinamida e ADP- 

ribose na ausência de proteína aceptora (Moss e cols. 1997).

Atualmente muitos estudos apoiam a hipótese de que algumas importantes respostas 

celulares para as toxinas do C. difficile podem ocorrer antes e independentemente da 

glicolisação das GTPases Rho, como por exemplo, o dano mitocondrial: ocorre antes e 

pode ser um importante mecanismo para a liberação de IL-8 dos enterócitos (Wamy e cols. 

2000). Assim o ensinamento clássico de que o efeito enzimático das toxinas do C. difficile 
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é necessário para toxicidade pode não estar inteiramente correto, investigações futuras 

dessas vias serão necessárias para permitir elucidar este aspecto (Pothoulakis e LaMont, 

2001).

2. Óleos Essenciais

Os óleos essenciais são princípios aromáticos, farmacologicamente ativos, de natureza 

fluida (alguns são sólidos em temperatura ambiente), oleosos e voláteis, extraídos de 

diversas plantas (Craveiro e cols. 1976; Matos e Fernandes, 1975-1978). Desempenham 

um papel fundamental na bioquímica da planta catalisando reações bioquímicas para 

protegê-las de parasitas e doenças e ajudar na fertilização atraindo insetos para polinização 

(Lavabre, 1993).

Sua composição varia durante o dia, ao longo do ano, e também com a parte da planta 

de onde é extraído. Recebe influência do solo e do clima. Devido algumas de suas 

características físico-químicas podem ser chamados de óleos voláteis ou óleos etéreos. 

Geralmente líquidos de aparência oleosa a temperatura ambiente são chamados de óleos. A 

volatilidade, sua principal característica, o difere dos óleos fixos que são uma mistura de 

substâncias lipídicas obtidas geralmente de sementes.

Devido a sua composição bastante complexa (terpenos, fenóis, aldeídos, álcoois, 

ácidos orgânicos, nitrogênio, enxofre, vitaminas, hormônios, antibióticos, antisépticos 

etc.), os óleos essenciais se tomam fonte de uma diversidade de ações farmacológicas o 

que desperta um grande interesse no seu melhor conhecimento científico para a formulação 

de novas hipóteses terapêuticas (Souza, 1993; Bezerra, 1994; Albuquerque e cols. 1995; 

Coelho-de-Souza, 1997; Magalhães, 1997 e 2002; Borges, 2002).

Há muitos anos os óleos essenciais apresentam uma grande importância econômica 

devido a sua utilização na indústria alimentícia como edulcorantes e aromatizantes 

(Itokawa e cols. 1980 e 1988) e em preparo de alimentos caseiros (Matos e Fernandes, 

1975-1978; Craveiro e cols. 1978a; Albuquerque e cols. 1995). Na medicina popular sua 

utilização data desde a época antes de Cristo, nos antigos templos do Egito, berço da 

medicina e da farmácia há mais de seis mil anos (Lavabre, 1993). Essa forma de medicina 

esteve por muitos anos sob o domínio do conhecimento popular onde a contribuição é, 

inestimável (Mendonça, 1989). Atualmente os inúmeros benefícios dos óleos essenciais 

estão sendo redescobertos enquanto se olha para a sabedoria das eras e civilizações 

passadas para restaurar o equilíbrio perdido na vida moderna (Mcgilvery e cols. 1996).
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Neste parâmetro podemos citar a utilização de chás e infusatos como sedativos, 

estomáquicos, antiespasmódicos, antidiarréicos (Itokawa e cols. 1981; Kiuchi e cols. 1992; 

Alencar e cols. 1993), antiparasitários, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e 

hipotensores (Luz e cols. 1984; Mendonça e cols. 1991), antimaláricos (Klayman, 1985), 

anti-hemorroidários (Prudente e cols. 1993), anti-sifilíticos (Mendonça, 1989), 

antiedematogênicos e antinociceptivos (Oliveira, 2001) e para o tratamento da rinite 

alérgica (Bezerra, 1994). Dos constituintes fenólicos dos óleos essenciais muitos como o 

timol, o carvacol e o eugenol são empregados em formulações anti-sépticas especialmente 

para gargarejos ou incorporados a pastas dentais. Também podem ser utilizados como 

anestésicos locais na prática odontológica (Francis e Wood, 1961 e Sticher, 1971) e em 

pastas e cimentos para obstruir canais dentários (Frisch e Bhaskar, 1968; Leal-Cardoso e 

cols. 1994).

Atualmente vários são os estudos realizados com óleos essenciais na busca de uma 

explicação fisiofarmacológica para seus efeitos na medicina popular. Estudos com o óleo 

essencial do Croton zehntneri (OECz) mostraram que o mesmo foi eficaz em produzir um 

efeito antiespasmódico em íleo de cobaia (Coelho-de-Souza e cols. 1997 e 1998) e efetivo 

como agente antinociceptivo em ratos (Oliveira e cols. 2001). Esse último efeito foi 

também encontrado por Viana e cols. (2000) para o óleo essencial de Cymbopogon 

citratus. Com óleo essencial do Croton nepetaefolins (OECn) foi mostrado que o mesmo 

apresenta propriedades miorrelaxante e antiespasmódica in vitro utilizando segmentos de 

íleo, esfincteres gástricos (cárdia e piloro) e o íleo-cecal (Magalhães, 1997 e Magalhães e 

cols. 1998). O óleo essencial de Mentha villosa (OEMv) e seu constituinte óxido de 

piperitenona (OP) mostraram-se capazes ^de diminuir a pressão arterial média e a 

freqüência cardíaca em ratos anestesiados (Sousa e cols, 1997; Lahloú e cols., 2002). 

Hiruma-Lima e cols. (2000) mostraram que o óleo essencial do Croton ccijucara 

apresentou um efeito gastroprotetor, quando na medicina popular é utilizado no tratamento 

de sintomas gastrointestinais.

2.1. Croton zehntneri

O Croton zehntneri Pax. Et. Hoffm. (Fig. 4) popularmente conhecido como canela de 

cunhã, canelinha, catinga-de-mulata, catinga-de-crioula dentre outros, é nativo da caatinga 

do Nordeste brasileiro (Craveiro e cols. 1978a). É um arbusto pertencente à família das
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Fig. 4. Croton zehntneri Pax et. Hoffrn (Foto: José Henrique Leal Cardoso ano: 2004) coletado 

na cidade de Viçosa, Estado do Ceará. Identificação botânica confirmada pelo Dr. Francisco José de Abreu 

Matos (Laboratório de Produtos Naturais, Universidade Federal do Ceará) e pelo Dr. Raymon Harley (Royal 

Botanic Garden, Kew, Reino Unido). Herbário Prisco Bezerra -UFC exsicata n° 27477.
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euphorbiaceae e ao gênero Croton em geral apresentando ramos finos e longos e 

cresce mais frequentemente à sombra de outras plantas maiores. Uma de suas principais 

características é o odor forte e agradável semelhante ao anis (Ulicium venim) ou ao cravo 

da índia (Eugenia caryophyllatà) ou a mistura de ambos desprendido por todas as partes da 

planta (Fernandes e cols. 1971). Em nossa região suas cascas e folhas são usadas como 

aromatizantes de doces caseiros e aguardente de cana e nos chamados “banhos de 

limpeza”, rituais religiosos afro-brasileiros. A medicina popular ainda os utiliza, na forma 

de chás ou infusões, como sedativo, estomáquico, antiespasmódico e antidiarréico 

(Craveiro e cols. 1977a, 1978b e 1980). Anti-reumático e antiparasitário são outras 

propriedades que a medicina popular atribui ao óleo essencial do Croton zehntneri (OECz), 

além de ser usado topicamente no tratamento de feridas infectadas (Braga, 1976), no 

tratamento de alguns comportamentos colinérgicos e dopaminérgicos relatados (Giorgi e 

cols. 1991) e no tratamento de distúrbios nervosos (Batatinha e cols. 1995).

O Croton zehntneri Pax et. Hoffm. Produz razoavelmente boa quantidade de óleo 

essencial com rendimento de 2,2% do peso de suas folhas (Craveiro e cols. 1980).

A constituição'química desse óleo tem sido determinada e de acordo com sua análise, 

seus principais constituintes são: o anetol, o estragol e o eugenol podendo sua constituição 

variar dependendo do local e hora onde as folhas são coletadas (Craveiro e cols. 1978b; 

Craveiro e cols. 1981). Em algumas localidades do nordeste encontra-se com abundância o 

anetol (conhecido como variedade anetol do Croton zehntneri, contendo anetol 85,7% e 

estragol 4,8% do peso do óleo), o eugenol (variedade eugenol, 68% do peso do óleo) ou o 

estragol (variedade estragol, 80% do peso do óleo) (Craveiro e cols. 1981).

O anetol e o estragol são derivados fenilpropanos que ocorrem com bastante 

frequência nos óleos essenciais de um grande número de plantas (Dallmeier, 1981).

Foram descritos muitos efeitos bioquímicos e farmacológicos do anetol e do estragol e 

alguns efeitos farmacológicos de pseudo-hidrolatos obtidos do OECz (Caujolle e Meynier, 

1958; Albuquerque, 1982; Albuquerque e cols. 1980 1981 e 1995). O estragol possui uma 

ação depressora sobre o SNC relativamente fugaz (Le Bourhis e Soenen, 1973); discreta 

potencialização do tempo de sono induzido pelo pentobarbital sódico (Seto e Keup, 1969); 

efeito anestésico, miorrelaxante e anticonvulsivante (Dallmeir, 1981; Dallmeir e Carlini, 

1981; Albuquerque e cols. 1981). Entre os vários efeitos do anetol podemos citar: inibiçã-ó 

reversível da formação do glicogênio (Cote e cols. 1951); ação estrogênica em ratas 

(Zondex e Bergmann, 1938); ação depressiva sobre o SNC (Bossier e cols. 1967); 



43

propriedades psicolépticas fugazes (somente o t-anetol em altas doses) no camundongo (Le 

Bourhis e Soenen, 1973); ligeiro efeito analgésico, anticonvulsivante e hipnótico (Le 

Bourhis e Soenen, 1973); atividade citotóxica sobre células HeLa (Stojcev e cols. 1967); 

ação inseticida (Marcus e Lichtenstein, 1979) e antimicrobiana (Capeck, 1956).

Trabalhos em nosso laboratório demonstraram que os pseudo-hidrolatos obtidos a 

partir do OECz, do anetol e do estragol bloquearam a resposta contrátil à estimulação 

indireta de frênico-diafragma e ciático-gastrocnêmio de sapo. Bloquearam também as 

contrações induzidas por acetilcolina (ACh) em músculo reto abdominal de sapo. Em 

coração isolado de sapo os pseudo-hidrolatos promoveram efeito cronotrópico negativo. 

Em duodeno isolado de coelho diminuíram o tônus e a amplitude dos movimentos rítmicos 

espontâneos (Albuquerque, 1982).

Dos efeitos do OECz muito já foi estudado: em íleo isolado de cobaio ele foi capaz de 

diminuir o tônus, mostrando um efeito miorrelaxante e antiespasmódico. Na bexiga de 

cobaio ele aumentou a atividade rítmica inerente à musculatura, e na veia porta ele inibiu a 

amplitude das contrações espontâneas, sem, no entanto, reduzir sua freqüência (Coelho-de- 

Souza e cols. 1998). Mais recentemente, observou-se que o óleo possui também efeito 

antinociceptivo (Oliveira e cols. 2001). Estudos em músculo esquelético mostram que o 

OECz provavelmente possui dois sítios de ação nas fibras musculares: na membrana pós- 

juncional, bloqueando a transmissão neuromuscular, e no retículo sarcoplasmático, 

aumentando o Ca 2 mioplasmático (Albuquerque e cols. 1995).

3. Músculo Liso Gastrointestinal

4

O músculo liso há muito tempo tem sido estudado por fisiologistas, mas até o ano de 

1960 poucos bioquímicos foram valentes o suficiente para usá-lo como material de partida 

para seus estudos. Desde então o músculo liso é um indispensável sistema de medida para 

o estudo de funções neuroanatômicas, ações de hormônios e drogas, e mecanismos de 

sistema de segundos-mensageiros (Kao e Carsten, 1997).

As células musculares lisas são amplamente distribuídas em diferentes órgãos em 

quantidades relativamente pequenas bem como usualmente associadas com grandes 

quantidades de tecido conectivo. São vitais para diversas funções do organismo e seu, 

funcionamento anormal contribui para muitas doenças como hipertensão, arteriosclerose, 

coronariopatias, asma, distúrbios intestinais, apoplexia, dentre outras (Somlyo e Somlyo, 
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1994 e 2000). Seu mau funcionamento aflige mais doentes do que todas as disfunções dos 

músculos estriados juntos (Kao e Carsten, 1997).

3.1 Anatomofisiologia

No músculo liso gastrointestinal as células musculares se encontram organizadas em 

duas camadas dispostas longitudinal e circularmente. Na camada mais externa, 

relativamente fina, os feixes de células musculares se estendem paralelamente ao eixo 

longitudinal da víscera, e na camada interna espessa e mais vigorosa, esses feixes se 

estendem ao redor do referido eixo de forma circular. Contrações e relaxamentos 

alternados combinados dessas duas camadas propulsiona o conteúdo do intestino, embora a 

força maior seja fornecida pela camada circular (a longitudinal tem funções importantes de 

marcapasso e coordenação dos movimentos). Variações desse processo básico promovem 

diferentes tipos de movimentos como as segmentações e o peristaltismo (Rhoades e 

Tanner, 1992). Os feixes das diferentes camadas musculares bem como as fibras conectam- 

se através de estruturas de baixa resistência elétrica, denominadas de junções abertas (“gap 

junctions”) ou nexus, que permitem o movimento de íons de uma célula a outra (Uehara e 

Burnstock, 1970, Somlyo, 1985; Moss e Hofmann, 1992). Muitas fibras de um mesmo 

feixe não recebem terminações nervosas, segundo Hoyle e Burnstock (1989), na camada 

circular do tubo digestivo, existem de 2 a 8 junções neuromusculares para cada 100 células 

musculares de um feixe.

O sarcolema no músculo liso representa algo em torno de 2 a 6% do volume celular e 

possui uma bicamada lipídica com elementos protéicos inseridos. O retículo 

sarcoplasmático existe em forma rudimentar. Apesar disso apresentam uma organização 

intracelular ímpar que é à base de seu comportamento contrátil. Não há um sarcômero bem 

definido. Por outro lado, encontramos os chamados “corpos densos”, considerados 

análogos dos discos Z dos músculos estriados que unem os miofilamentos contráteis em 

série. Essas estruturas servem para transmitir forças mecânicas e proporcionar acoplamento 

entre miofilamentos e o estroma do tecido conectivo. Devido os miofilamentos contráteis 

que correm paralelos ao eixo longitudinal da célula parecerem formar um arranjo 

espiralado ao longo do comprimento da célula, a tensão desenvolvida por uma célula, 

muscular lisa ocorre nas três dimensões, mas o comportamento primário da força é ao 

longo do eixo longitudinal (Gabella, 1976; Small e Foster, 1986; Moss e Hofmann, 1992; 

Kao e Carsten, 1997).
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A membrana de músculo liso contém muitos tipos diferentes de proteínas receptoras 

que podem iniciar ou inibir o processo contrátil (Knot e cols. 1996). Dessa forma, os 

músculos lisos podem ser ativados por múltiplos tipos de sinais: sinais nervosos, 

estimulação hormonal, estiramento e por várias outras formas (Meiss, 1989; Saito e cols. 

1994; Nixon e cols. 1994).

O controle dos movimentos e secreções gastrointestinais é realizado principalmente 

por um sistema nervoso cujos neurossomas residem no próprio intestino denominado SNE. 

Esse é constituído por um plexo mais externo situado entre as camadas musculares 

longitudinal e circulares denominado plexo mioentérico (plexo de Auerbach) e um plexo 

mais interno situado na submucosa, denominado plexo submucoso (plexo de Meissner). O 

plexo submucoso controla principalmente as secreções e o fluxo sanguíneo local e o plexo 

mioentérico controla principal mente os movimentos gastrointestinais (Lundgren e cols. 

1989). Além desses dois plexos principais existem plexos menores, o subseroso, o 

muscular profundo e o mucoso, sendo este último, algumas vezes, considerado uma 

extensão do submucoso (Fang e cols. 1993).

Os plexos são formados por três componentes: um primário, formado por gânglios e 

feixes internodais; um secundário, representado pelos ramos mais finos que os do plexo 

primário e um terciário, cujos axônios formam as varicosidades que inervam as fibras 

diretamente. Essas varicosidades são junções neuro-efetoras que estão em proximidade 

com sítios receptores dos transmissores (Lundgren e cols. 1989).

Devido à existência do SNE fenômenos como o peristaltismo e outros padrões de 

comportamento motor intestinal ocorrem em segmentos isolados do tubo digestivo.

As contrações do músculo liso intestipal fisiologicamente visam principalmente à 

criação de padrões de movimentação apropriados a digestão, absorção 'e propulsão do 

conteúdo intraluminal. O peristaltismo é um desses padrões importantes. E seu 

comportamento motor complexo organizado que impulsiona o conteúdo intestinal na 

direção aboral. O peristaltismo pode ser dividido em duas fases: a preparatória - quando o 

intestino devido a um aumento na pressão intraluminal pela presença do bolo alimentar no 

lúmen, gera uma contração da musculatura longitudinal; e a do esvaziamento - o intestino 

radialmente distendido sofre contrações coordenadas da camada muscular circular que se 

propagam em direção ao ânus propelindo o conteúdo (Waterman e cols. 1992 e 1994).

Além do SNE, a divisão simpática e parassimpática do SNA e nervos sensoriais 

terminais originários do epitélio luminal e parede intestinal também participam na 

regulação neuronal das funções do trato gastrointestinal (Miolan e Neil, 1996; 
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Szurszewsky e King, 1989; Best & Taylor, 1990). Existem evidências, apesar de se saber 

que o mediador neuromuscular no simpático é principalmente noradrenalina e no 

parassimpático a acetilcolina, de que outras substâncias tais como neuropeptídeos e 

neurocininas atuam como transmissores ou moduladores (Loewi e Spyer, 1990; Van 

Nieuwstadt e cols. 1994; Venkova e Krier, 1993; Zhang e Lang, 1994). A liberação então 

dessas outras substâncias pelos neurônios entéricos faz surgir o conceito de co-transmissão 

e de uma outra via neuronal que não é de natureza adrenérgica nem colinérgica (NANC) 

(Hoyle e Burnstock, 1989). Muitos neurotransmissores NANC do trato gastrointestinal 

estão identificados e estudados: NO identificado como neurotransmissor inibitório NANC 

em diversas regiões do trato gastrointestinal (Boeckxstaens e cols. 1991; Lefebvre e cols. 

1992; Kanada e cols. 1992; Bacari e cols. 1994; Orihata e Sarna, 1994; Smits e Lefebvre, 

1996), porém em outras como excitatório NANC (Bartho e Lefebvre, 1994, 1995); 

polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) (Lefebvre e cols. 1992; Bacari e cols. 1994), HA e 

a neurotensina (Katsoulis e Conlon, 1988).

Outros estudos mostram a substância P como promotora de contração no estômago e 

íleo de cobaios atuando direta e também indiretamente sobre o músculo liso através da 

liberação de ACh (Nieber e cols. 1981; Hall e Morton, 1990); a colecistocinina e outras 

substâncias peptidérgicas como indutoras de respostas excitatória no intestino e estômago 

de cobaias (Kuemerle e cols. 1992; Boyle e cols. 1993); as PGs como estimulantes ou 

inibidoras das funções gastrointestinais, inclusive através da modificação da liberação de 

substâncias neurotransmissoras gastrointestinais (Milenov e cols. 1983; Milenov e 

Rakovska, 1983; Katsoulis e Conlon, 1988); e a 5-HT como inibidora ou estimulante da 

contratilidade gastrointestinal (Kuemerle e^cols. 1992; Buchheit e Buhl, 1994; Eberle- 

Wang e cols. 1994).

Dois tipos fundamentais de atividade elétrica periódica são apresentados pelo músculo 

liso gastrointestinal: 1) ondas lentas - oscilações em torno do potencial de repouso sem 

caráter regenerativo; normalmente não causam contração muscular exceto no estômago e 

excepcionalmente no cólon. Controlam principalmente o aparecimento de potenciais de 

ação limitando a sua frequência máxima. 2) potenciais de ação - despolarizações de grande 

amplitude que atingem caráter regenerativo e causam as contrações musculares. 

Geralmente ocorrem superpostos às ondas lentas (Christensen, 1971). Alguns músculos 

lisos possuem automatismo por serem auto-excitáveis (geram potenciais de ação dentro da 

própria membrana citoplasmática a partir da onda lenta sem estímulo extrínseco).
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Geralmente o músculo liso mantém um estado mínimo basal de contração chamado 

tônus basal, a partir do qual pode contrair mais ou relaxar, dependendo da função 

fisiológica. Parte desse tônus é causada por mecanismos intrínsecos ou miogênicos e outra 

parte modulada por estímulos mecânicos e neuro-hormonais inibitórios e excitatórios 

(Knot e cols. 1996). Dessa forma os músculos lisos foram classificados em tônicos, aqueles 

que apresentam tônus intrínseco e respondem a estímulos com mudança graduada no 

potencial transmembrana, ou fásicos, aqueles que apresentam atividade de onda lenta e 

geram potenciais de ação que levam a contração. Inclui-se nessa classe o músculo liso 

gastrointestinal (Rembold, 1996).

3.2 Acoplamento Excitação-Contração

O acoplamento excitação-contração no músculo liso de uma forma geral pode ser do 

tipo eletromecânico e/ou farmacomecânico, a diferença está no estímulo que origina o 

processo contrátil. No primeiro, eletromecânico, a contração se origina em decorrência da 

despolarização da membrana (Em) e no segundo, farmacomecânico, ela ocorre através de 

estimulação com fármacos, neurotransmissores, autacóides e hormônios de receptores de 

membrana, sem necessitar de alterações do Em ou necessitando-as em valores mais baixos 

(Rembold, 1996). O desencadeamento da contração ainda pode ocorrer pela combinação 

dos dois mecanismos (Rassmussen e cols. 1987; Somlyo e Somlyo, 1968). Não somente 

segundos mensageiros do acoplamento farmacomecânico afetam canais iônicos, 

consequentemente o Em e o acoplamento eletromecânico, como o Em também pode 

modular a ativação da fosfolipase C pelos agonistas (Itoh e cols. 1992; Ganitkevich e 

Isenberg, 1993).

A contração e o relaxamento no músculo liso acontecem, em última análise, 

principalmente por um aumento e uma diminuição na concentração de cálcio (Ca ) livre 

no interior da célula, respectivamente (Bolton e cols. 1981; Somlyo e Somlyo, 1994 e 

2000; Word e Kamm, 1997).

Seja no acoplamento eletro ou farmacomecânico o mediador final da contração é 

geralmente um aumento da concentração de Ca2' no citoplasma, o qual é necessário para a 

fosforilação das cadeias leves de miosina que desencadeará o processo contrátil (Morgan e 

Morgan, 1984; Rembold e Murphy, 1988 a; Moss e Hofmann, 1992). Esse aumento na 

concentração de Ca2 intracelular pode ser decorrente de vários mecanismos: a) entrada de 
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Ca2 através de canais de Ca2 voltagem dependentes (canais lentos ou canais tipo L e 

canais rápidos ou canais tipo T); b) liberação do Ca2+ do reticulo sarcoplasmàtico (e de 

outros estoques intracelulares) através de canais iônicos presentes na membrana desse 

reticulo que podem ser ativados por Ca2' ou por trifosfato de inositol (IP3) ou ambos; c) 

trocador sódio (Na+) - Ca2" operando de forma inversa; d) influxo por meio de canais 

iônicos operados por receptor, seletivos para Ca2'; e) inibição da bomba de Ca2+-ATPase, 

levando a um incremento na concentração de Ca2' intracelular; f) combinação de vários 

fatores acima mencionados (Sperelakis, 1993). Canais de Cf e canais catiônicos não 

seletivos, podem também estar envolvidos na elevação desse Ca2' intracelular em músculo 

liso gastrointestinal (Kuemmerle e Makhlouf, 1994).

O Em das células do músculo liso varia entre -40 a -70 mV e alterações desse 

potencial a valores menos negativos (despolarização) pode abrir canais de Ca2+ voltagem 

dependentes, causando influxo de Ca2 e produzindo um aumento na concentração 

intracelular desse ion e iniciar a contração (Somlyo e Somlyo, 1994 e 2000).

As despolarizações induzidas por aumento da concentração de K extracelular além de 

produzirem inicialmente influxo de Ca2 por ativação de canais de Ca21 voltagem 

dependentes e de inativação rápida promovem também um influxo de Ca2" mais lento e 

mais prolongado através de canais de Ca2 voltagem dependentes e de inativação lenta. O 

influxo inicial rápido promove um aumento na concentração de Ca2" intracelular através do 

mecanismo de liberação de Ca2+ induzido por Ca2' (CICR) enquanto o influxo deste de 

forma mais lenta, além de carregar o reticulo sarcoplasmàtico ativa diretamente os 

filamentos contráteis. (Karaki e Weiss, 1988; Ausina e cols. 1996). Solução contenta altas
4

concentrações de K” na maioria dos músculos lisos tanto induzem contrações 

completamente dependentes do Ca2+ extracelular, como são bloqueadoras de canais lentos 

de Ca2 (como a nifedipina e verapamil) inibindo esta contração (D'Ocon e cols. 1991). 

Essas contrações podem ainda interferir com o nível de IP3 aumentando-o e promovendo 

liberação de Ca2 armazenado no reticulo sarcoplasmàtico (Karaki e Weiss, 1988, Ausina e 

cols. 1996).

Existem muitos trabalhos demonstrando que substâncias como ATP e carbacol 

também são capazes de produzir despolarização e abrir canais inespecíficos para cátions 

promovendo influxo de Na" que ativam, por sua vez, canais lentos de Ca2" (também 

chamados do tipo L) ou canais iônicos operados por receptor aumentando diretamente o 

influxo de Ca2" e produzindo contração (Sims, 1992; Bolton, 1979; Benham e Tsien, 1987; 
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Ganitkevich e Isenberg, 1990). Outros agonistas como angiotensina II, tetraetilamônio 

(TEA) e ACh inibem atividade de canais de K em células musculares lisas, o que também 

leva a despolarização e influxo de Ca2' (Miyoshi e Nakaya, 1991; Bolton, 1979).

Algumas substâncias também podem produzir contração por mecanismos 

independentes de alterações no potencial transmembrana, elas o fazem ou através de 

alterações na concentração de Ca2+ intracelular ou alterando as respostas celulares ao Ca2+. 

No primeiro caso, as alterações da concentração de Ca2* no citoplasma podem ser 

alcançadas por mecanismos que envolvem a ativação de receptores acoplados ao sistema 

de proteínas G e ativação da fosfolipase Cpi com produção de IP3 e liberação de Ca2+ dos 

seus estoques internos, por exemplo: receptor cci-adrenérgico na ativação por norepinefrina 

e receptor Hi para histamina (Bárány e Bárány, 1996).

O mecanismo primário de ativação da contração do músculo liso é a fosforilação da 

cadeia leve de miosina (MLC20) através da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK), 

enzima esta ativada pelo complexo Ca2'-calmodulina (Kitazawa e cols. 1991a, b; Moss e 

Hofmann, 1992). Apesar da ativação da MLCK a regulação da contração do músculo liso é 

realizada também por alterações da sensibilidade dos elementos contráteis ao Ca2+. Através 

do uso de indicadores da concentração de Ca2 intracelular observou-se que a relação força 

/ concentração de Ca2+ não era constante. Durante a ativação por agonistas esta relação era 

maior do que durante o acoplamento eletromecânico sugerindo uma maior sensibilidade 

dos elementos contráteis ao Ca2 no acoplamento farmacomecânico (Hirano e cols. 1991; 

Rembold, 1992; Himpens e cols. 1995; Yanagisawa e Okada, 1994). Essa sensibilização 

influenciada por processos fisiológicos pode ser positiva ou negativa. Estímulos que 

ativam proteína G, por exemplo, HA, fenilefrina e endotelina, promovem alta sensibilidade 

ao Ca2' por aumentarem IP3 e liberarem Ca2 dos estoques intracelulares (Kitazawa e 

Somlyo, 1990; Kitazawa e cols. 1991a, b; Gong e cols. 1992; Tang e cols. 1992; 

Droogmans e Missiaen, 1994; Himpens e cols. 1995; Yanagisawa e Okada, 1994). A baixa 

sensibilidade pode ser causada por agentes que somente promovem o influxo de Ca2 , 

como a despolarização, o ATP, o estiramento e a inversão da troca Na - Ca ocasionada 

pela baixa concentração de Na' extracelular (Rembold, 1992). Essa diminuição da 

sensibilidade ao Ca2+ parece ser causada por um balanço alterado entre a atividade da
/ 

MLCK e da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP), resultando em uma redução da 

relação fosforilação / desfosforilação modulada por proteínas G (Cohen 1992; Hipens e 

cols. 1995; Kitazawa e cols. 1991a, b). Há propostas de que a inibição da fosfatase que 
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desfosforila a serina 19 da MLC20 seja talvez 0 principal mecanismo de sensibilização ao 

Ca2" acoplado a proteína G (Somlyo e Somlyo, 1994).

Sugere-se que a proteína quinase C (PKC) e o ácido aracdônico (AA) sejam os 

possíveis mensageiros fisiológicos de sensibilização das proteínas contráteis ao Ca2+ em 

músculos lisos (Litten e cols. 1987; Chiu e cols. 1987; Fernandez e cols. 1993). Os ésteres 

de forbol, ativadores da PKC contraem o músculo liso e aumentam a sensibilidade ao Ca2i 

intracelular tanto em relação ao desenvolvimento de força como em relação a fosforilação 

da miosina (Chatterjee e Tejada, 1986; Nishimura e cols. 1990; Rembold e Murphy, 

1988b). A evidência que sugere o papel da PKC e a sensibilização dessas proteínas ao Ca2" 

pelos ésteres de forbol é o fato de agonistas que promovem sensibilização ao Ca2" também 

ativarem a PKC e liberarem diacilglicerol (DAG) que é o ativador natural da PKC. A PKC 

e AA, a nível celular, atuam por mecanismos diferentes: enquanto a PKC promove um 

aumento na fosforilação da serina 19 da MLC20 (Somlyo e Somlyo, 1994), o AA aumenta 

a fosforilação da MLC20 através da inibição da desfosforilação mesmo que na presença de 

uma concentração intracelular de Ca2+ constante (Gong e cols. 1994).

A fosforilação da tirosina também pode ser importante na regulação da sensibilidade 

ao Ca2" intracelular, visto que algumas substâncias inibidoras de tirosina quinase 

(geldanomocina, tirfostina e genisteina) diminuíram respostas contráteis induzidas por 

agonistas em músculo liso intacto e em preparações desmembranadas de músculo liso 

longitudinal de íleo de cobaia (Di Salvo e cols. 1993). A tirfostina, por outro lado não teve 

efeito em contrações induzidas por altas concentrações de K+ em vasos intactos (Di Salvo e 

cols. 1993). Ausina e cols. (1996) descreveram que a adição hiperosmolar de K" em útero 

de rata produz contrações que são pouco influenciadas pela alteração de volume celular 

devido ao estresse osmótico, são independentes de Ca2+ intra ou extracelular e de 

despolarização da membrana, e que não parecem ser mediadas pela ativação de PKC, 

quinases dependentes de Ca2+ / calmodulina ou tirosina quinases. Entretanto, envolvem a 

participação de alguma quinase sensível a estaurosporina.

Independentemente dos mecanismos iniciadores da contração serem relacionados às 

alterações do Em, à ativação de canais operados por receptor, ao deslocamento de Ca2+ de 

estoques intracelulares ou a uma combinação destes fatores, dentre outros, podemos 

considerar que as bases bioquímicas e estruturais da contração muscular lisa apresentam 

uma grande similaridade com os mecanismos conhecidos para a célula muscular estriada.
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Estabelecida uma contração, o relaxamento das células musculares lisas pode 

acontecer por vários tipos de processos que, na maior parte dos casos, passa por redução da 

concentração de Ca2+ no interior da célula.

São relaxantes do músculo liso os denominados ativadores de canais de potássio. Eles 

constituem o grupo mais recente de fármacos capazes de relaxar o músculo liso vascular de 

artérias e veias. Eles atuam por mecanismo básico que é a ativação de diferentes tipos de 

canais de K+ (dependentes de voltagem, ativados pelo Ca2+, sensiveis ao ATP e 

retificadores retardados) e promover uma hiperpolarização da membrana plasmática 

quando o Em é positivo em relação ao potencial de equilíbrio do K+. Além desse efeito os 

fármacos desse grupo, por exemplo, pinacidil, diazóxido, nicorandil, também promovem: 

a) diminuição ou bloqueio dos movimentos rítmicos espontâneos; b) diminuição do 

estoque intracelular de cálcio e c) redistribuição de cálcio dentro da célula do músculo liso; 

o qual pode contribuir em parte para o efeito vasorrelaxante independente do Em (Erne e 

Hermsmeyer, 1991; Monos e cols. 1995; Knot e cols, 1996).

Substâncias como o fator relaxante derivado do endotélio (FRDE, óxido nítrico) e 

fator natriurético atrial aumentam a concentração intracelular de GMPc e relaxam o 

músculo liso por atenuação do aumento da concentração de Ca2 intracelular em isolados 

de células e tecidos intactos (Rapoport e cols. 1985; Word e cols. 1991; Karaki e cols. 

1988; Mc Daniel e cols. 1992). A redução na concentração de Ca citoplasmático mediada 

pelo GMPc pode ser produzida por alguns mecanismos como: abertura de canais de K que 

produzirá hiperpolarização da célula e posterior diminuição do influxo de Ca2 pelos canais 

L (Thombury e cols. 1991; Robertson e cols. 1993); diminuição direta do influxo de Ca2 

através de canais do tipo L de forma independente das alterações do Em (Ishikawa e cols 

1993); ativação da bomba Ca2+-ATPase do reticulo sarcoplasmàtico e da membrana 

plasmática, dependente de GMPc com consequente diminuição do Ca2 livre no citoplasma 

(Twort e van Breemen, 1988; Popescu e cols. 1985); aumento da atividade trocadora Na / 

Ca2+ como evidenciado em aorta de rato isolada (Itoh e cols. 1983).

Também pode ocorrer relaxamento muscular liso por hiperpolarização celular devida a 

aumento da probabilidade de abertura de canais Kca e KAtp mediada por aumento da 

concentração de AMPc (Anwer e cols. 1992; Quayle e cols. 1994). Assim como o GMPc, 
/ 

2~ o AMPc também pode ser considerado capaz de diminuir a concentração de Ca 

intracelular por diminuição do influxo de Ca2+ tanto por alteração do potencial 

transmembrana como por apresentar efeitos diretos sobre os canais de Ca2 do tipo L 
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(Rembold, 1996). O mecanismo primário para a diminuição da concentração de Ca2” 

intracelular provocada pela elevação do AMPc é a ativação da proteína quinase G (GMPc- 

dependente) (Lincoln e cols. 1990). Estímulos fisiológicos que aumentam AMPc incluem 

agonistas que ativam receptores adrenégicos p2, purinérgicos Pi ou receptores do peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (PRGC). Outra ação do AMPc pode ser a diminuição da 

sensibilidade ao Ca2' intracelular. A ativação de proteínas quinases dependentes de AMPc 

produz fosforilação da quinase de cadeia leve da miosina em determinados sítios in vitro e 

isso pode diminuir sua sensibilidade ao Ca2' (McDaniel e cols. 1991).

Como vimos anteriormente, a fosforilação da MLC20 pode ser considerada como 

iniciador do processo contrátil. Existe uma aceitação geral também de que o relaxamento 

do músculo liso contraído está associado com a desfosforilação da MLC20 (Somlyo e 

Somlyo, 1994 e 2000; Stull e cols. 1991), onde a atividade da miosina fosfatase é 

necessária para reverter à ativação da miosina pela fosforilação da sua cadeia leve 

regulatória. À medida que há diminuição na concentração de Ca2” intracelular, ocorre 

inativação da MLCK dependente de Ca2r, desviando o balanço de atividade quinase para 

fosfatase, o que resultará em desfosforilação da cadeia leve da miosina e relaxamento 

muscular (Word e Kamm, 1997). As fosfatases de serina e treonina são classificadas em 

quatro categorias gerais (tipos 1, 2A, 2B e 2C) de acordo com ativadores e inibidores 

específicos. A responsável pela desfosforilação da miosina no músculo liso é a proteína 

fosfatase do tipo 1 (PP1), e a subunidade catalítica desta enzima também está associada 

com o aparelho contrátil em músculo esquelético e cardíaco (Word e Kamm, 1997).

A dependência direta entre a força e a quantidade de miosina fosforilada não descreve 

adequadamente todos os processos celulares envolvidos na contração do músculo liso, e 

este é um dos aspectos da fisiologia muscular que ainda se encontra no início de sua 

compreensão. Os baixos níveis de fosforilação da MLC20 estão associados com um forte 

aspecto do funcionamento do músculo liso que é a sua capacidade de desenvolver força a 

um baixo consumo de energia (ATP) (Siegman e cols. 1980; Rembold e Murphy, 1993). 

Ainda não se conhece o mecanismo responsável para este estado, num misto de alta força, 

baixa fosforilação e baixo consumo de energia, chamado de estado de trinco (“latch 

stcité”'), mas acredita-se que envolva um aumento na proporção das pontes cruzadas 

ativadas / desativadas, ou mesmo uma separação temporal entre a velocidade de 

desfosforilação e a velocidade de desacoplamento entre actina e miosina ou mesmo uma 

lentificação da liberação de ADP pelas pontes cruzadas, mantendo desta forma a força por 
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mais tempo (Khromov e cols. 1995). Pode haver também um estado de cooperatividade 

onde pontes cruzadas fosforiladas promovem a ativação de outras pontes não fosforiladas 

(Vyas e cols. 1992).

De uma forma geral, o músculo liso envolve uma diversidade de mecanismos para a 

regulação de sua contração ou de seu relaxamento. Esses mecanismos incluem muitas 

formas da própria regulação do Ca2+ intracelular bem como alguns aspectos das respostas 

celulares às alterações da concentração de Ca2+ citoplasmático. Como pontos principais 

dos processos celulares temos a ativação da MLCK que leva a fosforilação da cadeia leve 

da miosina na posição da serina 19. Esta fosforilação está associada com a atividade lítica 

de ATP da miosina ativada pela actina. Em estímulos fisiológicos o desenvolvimento de 

força depende do aumento da quantidade de miosina fosforilada, mas existem exemplos de 

eventos que não associam força e fosforilação da miosina. Isto sugere que outros 

mecanismos regulatórios também podem modular a força contrátil em alguns músculos. 

Essa diversidade de mecanismos pode permitir ao músculo liso a manutenção de suas 

funções normais como uma compensação de alguma deficiência genética, algum estado 

patofisiológico ou terapia farmacológica.

3.3 Transduçâo do sinal

Para se compreender melhor a contração muscular lisa é importante se entender como 

receptores localizados na membrana das células transduzem os sinais que lhes chegam 

(Lambert, 1993). A transduçâo de um sinal externo (hormônios, neurotransmissores, 

autacóides) envolve a ativação seqüencial de receptores que transpõém a membrana e 

proteínas ligadas a guanosina trifosfato (GTP) (proteínas G), as quais acoplam o receptor a 

várias enzimas efetoras. Essas atuam sobre precursores citoplasmáticos ou ligados à 

membrana para gerar um ou mais mensageiros regulatórios (Gilman, 1987; Berridge, 

1993).

Na transduçâo do sinal do músculo liso intestinal as várias enzimas efetoras incluem 

fosfolipases específicas de fosfatidilinositol (PLC-pl e PLC-P3) e específicas de 

fosfatidilcolina (PLC, PLD e PLA2). A ativação dessas enzimas é diferente em células 4o 

músculo longitudinal e circular, gerando a mobilização de Ca2 (através do 1, 4, 5- 

trifosfato de inositol (IP3), AA e difosforibose adenosina ciclase - cADPR) e de outros 
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mensageiros (diacilglicerol - DAG) responsáveis pela fase inicial e mantida da contração, 

respectivamente (Exton e cols. 1991; Rhee e Choi, 1992; Murthy e cols. 1992; Berridge, 

1993; Makhlouf e Murthy, 1997). A liberação de Ca2’ dependente de IP3 ocorre apenas no 

músculo circular. A mobilização de Ca2 no músculo longitudinal envolve uma cascata 

iniciada pela ativação transitória induzida por agonistas de PLA2 e formação de AA 

(Makhlouf e Murthy, 1997). O AA induz ativação dos canais de cloreto (Cf) resultando em 

despolarização da membrana e influxo de Ca2' através dos canais de Ca2+ dependentes de 

voltagem (Kuemmerle e Makhlouf, 1994).

Acredita-se que os estoques de Ca2* dos músculos lisos não sejam homogêneos e 

mencionam-se um componente sensível ao IP3 e outro sensível ao Ca2+ (liberação de Ca2" 

induzida por Ca2+ - CICR) (Karaki e Weiss, 1988; Burdiga e cols. 1995). A importância 

funcional destes estoques é variável nos diferentes tipos de músculos lisos (Burdiga e cols, 

1995). Acredita-se que há uma comunicação entre os diferentes estoques de Ca2" 

intracelular e que o influxo de Ca2" independe de sua liberação dos estoques intracelulares 

(Chen, e cols. 1996; Endo, 1977). No músculo gastrointestinal o influxo de Ca2' induz 

liberação de Ca2+ pela ativação dos receptores sarcoplasmàtico de rianodina (canais de 

cálcio desta organela) e estimulam formação de cADPR o qual aumenta CICR (Makhlouf e 

Murthy, 1997).

Outros receptores também podem regular diferentes mecanismos de transdução pós- 

sinápticos no mesmo tecido. A estimulação de receptores colinérgicos muscarínicos no 

músculo liso longitudinal de íleo de cobaia pode, por exemplo: a) tornar o Em mais 

positivo através de uma proteína G sensível à toxina pertussis que se liga a um canal 

catiônico não seletivo, b) aumentar os níyeis de IP3 e c) aumentar os níveis de GMPc 

(Prestwich e Bolton, 1995). No músculo circular do fundo gástrico de" cobaia a ativação 

desses receptores promove contração através de um influxo de Ca2" sensível e insensível a 

nifedipina e libera Ca2+ induzido por IP3. Esta diversidade de efeitos pode ser conseqüência 

da presença de três tipos de receptores muscarínicos (cada um ligado a três diferentes 

subtipos de receptores muscarínicos) ou um único subtipo ligado a três mecanismos de 

transdução com diferentes afinidades (Parekh e Brading, 1991). Através da estimulação 

nervosa colinérgica ficou constatado que em músculos lisos intestinais a contração ocorre 

devido a um aumento na condutância ao Na+ e ao Ca2 o que promove uma despolarização 
r 

e aumento da descarga de potenciais de ação (Hoyle e Bumstock, 1989).

A respeito dos receptores adrenérgicos, eles pertencem à classe dos receptores 

acoplados a proteínas G intermediárias de sistemas efetores (Schwinn, 1993). A ativação 
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de receptores a (que no intestino é inibitório) e 0 pelo sistema simpático deprime a 

motilidade do trato gastrintestinal (Rang e Dale, 1993). Receptores 0.20 localizados em 

neurônios colinérgicos controlam a contração do músculo circular em íleo de cobaia. Nas 

camadas circular e longitudinal, receptores cq pré-sinápticos estão envolvidos no efeito 

relaxante das duas camadas (Liu e Coupar, 1997). Nos músculos esfincterianos e no ileo 

terminal a estimulação nervosa adrenérgica e a aplicação exógena de noradrenalina (NE) 

promovem contração (Hoyle e Bumstock, 1989).

A ativação de receptores histaminérgicos no músculo liso do intestino produz 

contração através da ativação de receptores Hi (Hill, 1990). No músculo liso intestinal a 

HA ao interagir com esses receptores aumenta a freqüência de potenciais de ação, em 

pequenas concentrações e despolarização em concentrações maiores. Esses efeitos ocorrem 

em consequência da abertura de canais iônicos permissíveis ao Na+, K+ e Ca2\ os quais são 

operados por receptores Hi. A despolarização ativa canais de Ca2" voltagem dependentes 

(Bolton e cols. 1981). Um outro mecanismo envolvería a contração dependente da 

formação de IP3 em conseqüência da ativação da proteína G acoplada ao receptor Hi 

(Kamm e Stull, 1985).
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OBJETIVOS

Acredita-se que algumas funções do epitélio intestinal, tais como secreção de água e 

cloreto, constituem um mecanismo de defesa contra microrganismos e /ou suas toxinas, no 

lúmen do trato gastrointestinal. A literatura sugere que esses efeitos podem ser mediados 

pela ativação de células do sistema imune presentes na mucosa intestinal, as quais liberam 

mediadores inflamatórios que, de forma direta ou indireta, agem no epitélio intestinal 

(Triadafílopoulos e cols. 1987a; Triadafilopoulos e cols. 1989; Linevsky e cols. 1990; 

Miller e cols. 1990; Ribeiro e cols. 1991; Schuerer-Maly e cols. 1994; Rocha, 1994; 

Burakoff e cols. 1995; Fonteles e cols. 1995; Jung e cols. 1995; Qiu e cols. 1996; Mahida e 

cols. 1996; Rocha e cols. 1997; Souza e cols. 1997; Rocha e cols. 1998).

As células inflamatórias presentes na mucosa intestinal agem de forma interativa com o 

sistema nervoso entérico no sentido de eliminar o agente agressor.

No entanto, há uma grande lacuna na literatura a respeito dos efeitos das 

enterotoxinas de uma forma geral sobre as propriedades mecânicas e eletrofisiológicas da 

musculatura lisa intestinal bem como a identificação dos mediadores inflamatórios 

envolvidos em suas fisiopatologias que possam contribuir de maneira efetiva para a 

compreensão de seus efeitos na motilidade intestinal. Dessa forma o presente trabalho tem 

os seguintes objetivos:

1. Geral

Caracterizar o efeito sobre as propriedades mecânicas da musculatura lisa 

intestinal, da enterotoxina (TxA) do C. difficile e elucidar a participação de 

mediadores inflamatórios e do Sistema Nervoso Entérico envolvidos nesses 

efeitos.

2. Específicos

2.1. Determinar o efeito da TxA purificada sobre parâmetros da atividade 

contrátil do trato gastrointestinal no curso temporal de 2, 6 e 18 h;



2.2. Investigar, na alteração dos parâmetros contrateis causado pela exposição 

de alças intestinais isoladas a TxA, a ocorrência de efeito local ou sistêmico;

2.3. Investigar a participação de mediadores inflamatórios com o uso de 

diferentes bloqueadores farmacológicos e se esses exerceríam alguma proteção na 

alteração dos parâmetros contrateis induzida pela TxA;

2.4. Investigar a ação do óleo essencial do Croton zehntneri nas alterações da 

contratilidade intestinal induzida pela TxA como um possível recurso terapêutico 

alternativo;

2.5. Investigar a participação do SNE no efeito da TxA na musculatura lisa 

intestinal;
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Preparação da Toxina A

A TxA, purificada e caracterizada, foi fornecida por Dr. David Lyerly (Blacksburg, VA- 

USA) através do programa internacional de colaboração em doenças infecciosas entre a 

Universidade Federal do Ceará e University of Virgínia. TxA foi obtida do C. difficile (VPI 

10463) cultivado de acordo com o método descrito previamente (Sullivan e cols. 1982; 

Lyerly e cols. 1982). A purificação da TxA foi realizada por precipitação em sulfato de 

amônia, através de cromatografia de troca iônica em coluna de dietilaminoetil sefarose 

(DEAE-sefarose), cromatografia de imunoafinidade (CL-6B) e precipitação a pH 5,6. A 

homogeneidade da TxA foi demonstrada por imunoeletroforese cruzada e eletroforese de 

gel poliacrilamida (Lyerly e cols. 1982).

Alíquotas de TxA 1 pg/mL foram preparadas a partir de uma concentração estoque de 1,1 

mg/mL armazenada entre 2 a 8°C. A toxina foi diluída em salina fosfatada tamponada (PBS) 

estéril e em ambiente estéril de fluxo laminar sempre imediatamente antes de ser utilizada nos 

experimentos.

2. Soluções

Todos os sais utilizados no preparo das soluções fisiológicas foram de grau de pureza 

analítica, obtidos das companhias Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), Merck
4

(Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, BR).

A solução fisiológica de Tyrode, modificada, tinha a seguinte composição em mM: 

NaCl - 136; KC1 - 5; CaCl2 - 2; MgCl2 - 0,98; NaH2PO4 - 0,36; NaHCO3 - 11,9; Glicose -

5,5. A solução de PBS estéril, pH 7,4, foi gentilmente preparada e fornecida pela Dra. Ma 

do Carmo Pinho (IB1MED, UFC-BR). PBS foi utilizado em todos os experimentos como 

veículo e controle para TxA. As soluções de acetilcolina (ACh, 0,1 - 300 pM) e de cloreto 

de potássio (KC1, 7,5 - 120mM) foram inicialmente preparadas nas concentrações de 10’4 a 

10_1 M e 2,5 M respectivamente, para posterior adição da substância diretamente à câmara 

de superfusão e obtenção da concentração final desejada.
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3. Óleo Essencial

O óleo essencial do Croton zehntneri foi obtido no Departamento de Química da 

Universidade Estadual do Ceará e analisado no PADETEC da Universidade Federal do 

Ceará, pela Dra. Selene de Morais. Sua extração seguiu a técnica por arraste de vapor 

d’água, a partir do material vegetal (folhas) colhido no município de Viçosa do Ceará, CE, 

pelos Drs. Pedro Jorge Caldas Magalhães e José Henrique Eeal-Cardoso. Excicatas do 

Croton zehntneri estão depositadas no Herbário Prisco Bezerra sob os números 3087 e 

5728. A análise de sua constituição química por cromatografia gás-líquido acoplada à 

espectrometria de massa revelou: anetol - 85,7%, estragol - 4,8%, transcariofileno - 0,9%, 

anisaldeído - 1,22%, 1,8-cineol - 2,95%, P-mirceno - 2,2% e 2,23% de substâncias não 

identificadas.

As soluções de óleo essencial (concentrações de 1 e 30 mg/mL) foram preparadas pela 

adição direta dos mesmos em solução de Tyrode modificada e homogeneizada por agitação 

manual sempre imediatamente antes de cada pré-tratamento.

4. Drogas

O anestésico utilizado foi cloridrato de quetamina (anestésico dissociativo), 25 mg/Kg 

associado a cloridrato de xilazina (miorrelaxante não-narcótico), 5 mg/Kg (Brander, 1991; 

Booth e McDonald, 1992; Massone, 1994).

Para a avaliação farmacológica foram utilizados os seguintes fármacos: um 

glicocorticóide (dexametasona, 2 mg/Kg);^um bloqueador específico da fosfolipase A2 

(quinacrina, 20 mg/Kg); um bloqueador específico de ciclooxigenase "(indometacina, 2 

mg/kg); um bloqueador específico de COX-2 (celecoxibe, 20 mg/kg); um bloqueador de 

receptores de leucotrienos (montelucaste sódico, 10 mg/Kg); dois bloqueadores da síntese 

de TNF-a (talidomida, 50 mg/kg e pentoxifilina, 50 mg/kg) e cloridrato de hexametônio 

(10 mg/kg), um ganglioplégico bloqueador das sinapses colinérgicas nicotínicas do sistema 

nervoso autônomo Todas as drogas foram administradas em tempos pré-estabelecidos 

antes de cada procedimento experimental, que serão mencionados logo abaixo.

O cloridrato de hexametônio (HEX) para experimentos in vitro foi adicionadp 

diretamente à câmara de superfusão a partir de uma solução estoque (100 mM) para 

obtenção de uma concentração final de 0,5 mM. A solução estoque foi preparada 

semanalmente e mantida em freezer.
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5. Animais

Coelhos albinos, variedade Nova Zelândia, de ambos os sexos pesando entre 1,5 e 2,5 

Kg foram obtidos junto ao criatório da Unidade de Pesquisas Clínicas da Universidade 

Federal do Ceará (UPC-UFC). Estes animais foram colocados em jejum, com água ad 

libitum, 24h antes do início de todos os procedimentos experimentais.

6. Procedimento In Vivo:

Após jejum de 24h, água ad libitum, os animais foram pesados e levados à cirurgia. No 

grupo dos animais pré-tratados, antes da cirurgia os mesmos receberam a droga referente 

ao pré-tratamento em tempos e por vias pré-estabelecidos: dexametasona: 30 min. s.c.; 

indometacina: 60 min. s.c.; celecoxibe: 60 min. v.o.; quinacrina: 30 min. s.c.; talidomida: 

60 min. s.c.; pentoxifílina: 60 min. s.c.; montelucaste sódico: 60 min. v.o.; HEX: 30 min. 

i.p.; OECz: 30 min e 24h, v.o. (Fig. 5 ).

6.1 Modelo de Alça Intestinal

O modelo de alça intestinal seguiu o modelo descrito por De & Chatterje, (1953) para 

estudos in vivo do efeito secretório do Vibrio cholerae.

Depois de pesados (pré-tratados ou não) os animais eram anestesiados por via i.m. pela 

associação xilazina e quetamina, esta última administrada após um intervalo de 10 a 15 

min da injeção de xilazina. Ao entrarem em plano cirúrgico foi feita'-uma laparotomia 

mediana de 10 a 15 cm incidindo-se pele e abdômen, para visualização do intestino. Tendo 

o ceco sido exposto e o íleo identificado, uma porção de aproximadamente 30 cm de íleo 

terminal foi lavada com um volume de 3 mL de PBS estéril para remoção do excesso de 

resíduo alimentar remanescentes do jejum. Em seguida, segmentos de 6 a 8 cm de íleo 

foram subdivididos em dupla ligadura para isolamento das alças intestinais (4 a 6), 

mantendo a integridade da irrigação sangüínea natural.

Em cada experimento, as primeiras alças intestinais receberam apenas PBS estéril 
/ 

(controle interno) e as outras alças subseqüentes receberam TxA 1 pg/mL (grupo 

experimental), em iguais volumes de 1 mL cada (Fig. 5). Em alguns animais, em todas as 

alças injetou-se apenas PBS estéril (controle) e em outros não foi realizada cirurgia antes 
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do sacrifício. Para cada alça tratada com TxA houve um controle interno (alça vizinha, 

tratada com PBS, no mesmo animal) e outro externo (alças de animais onde todas elas 

receberam apenas PBS).

Após períodos de 2, 6 ou 18 horas da injeção na última alça intestinal de TxA ou PBS, 

os animais foram anestesiados (0,5 mL de uma mistura 2 : 3 de xilazina e quetamina, i.v.) e 

em seguida sacrificados com uma injeção de 2 mL de solução saturada de cloreto de 

potássio por via intracardíaca. Após o sacrifício do animal as alças intestinais são 

removidas para análise w vitro.

7. Procedimento In Vitro:

7.1 Atividade Contrátil

Para análise da força de contração, usou-se a técnica do registro isométrico. As alças 

intestinais recuperadas foram subdivididas em segmentos de aproximadamente 2 cm de 

comprimento e montadas em câmaras de superfusão de 10 mL, contendo uma solução de 

Tyrode pH 7,4 mantida a 37° C e borbulhada com ar. Nas câmaras de superfusão os 

segmentos intestinais foram presos pela extremidade inferior a uma peça fixa e pela 

superior, a um transdutor de força (GRASS, Modelo FT 03), os quais foram conectados, 

através de pré-amplificador (DATAQ Modelo PM 1000), a um computador Pentium com 

software (WINDAQ) para registro e análise de dados (Fig.6).

Para se avaliar e quantificar as alterações da contratilidade, os segmentos intestinais 

foram submetidos a estimulação com concentrações crescentes de KC1 (7,5 - 120mM) ou 

ACh (0,1 - 300 pM), e na resposta contrátil a cada concentração de um dado agonista foi 

aferida a amplitude máxima da contração fásica (resposta contrátil com crescimento inicial 

rápido para um valor máximo) induzida. Na relação entre concentração do agonista e a 

resposta contrátil foram singularizadas, para cada curva concentração-resposta a amplitude 

da resposta máxima e o cálculo da EC50 (concentração capaz de promover 50 % do efeito 

máximo). As EC50 foram calculadas por interpolação semilogarítmica.

Após o período de equilíbrio e antes do início da estimulação com agonistas foi medida 

a amplitude da movimentação espontânea. O registro de tensão para cada protocolo 

experimental só ocorria após um período mínimo de 45 - 60 min, o qual se fazia 

necessário para o equilíbrio dos segmentos intestinais com a nova condição.
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Fig. 6. Sistema para análise da atividade contrátil
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Em algumas curvas concentração-efeito, mostradas em resultados, não fica claro pela 

mera inspecção da curva que se tenha atingido a resposta máxima. A aceitação da resposta 

máxima como tal, nesses casos, se baseou no critério de, em pelo menos a metade dos 

experimentos individuais que geraram o gráfico, já se haver atingido essa resposta 

(comprovado pelo fato de a resposta à maior concentração ser igual ou menor àquela da 

concentração inferior). E ao fato de em muitos outros gráficos desse estudo, que foram 

analisados, essa situação haver correspondido à resposta máxima. Nos gráficos mostrando 

relação concentração-efeito, optou-se por mostrar a amplitude total de contração atingida 

em resposta a uma dada concentração de um dado agonista, e nessa amplitude total está 

incluído o componente da movimentação espontânea. Para o cálculo da EC50 e da resposta 

máxima foi excluída à contribuição da movimentação espontânea. As contrações 

sucessivas induzidas por concentrações crescentes de qualquer um dos agonistas tiveram 

um grande efeito inibidor sobre a movimentação espontânea e, portanto a resposta máxima, 

com ou sem a inclusão da movimentação espontânea, são similares.

7.2 Estimulação Elétrica

Para os experimentos com estimulação elétrica, a técnica empregada foi à mesma usada 

para atividade contrátil, com modificações. Os segmentos intestinais, de 3 a 4 cm de 

comprimento, foram presos na extremidade inferior a uma haste fixa. Pela porção superior 

era colocado no interior do segmento intestinal um fio de prata isolado com cobertura de 

teflon exceto na extremidade que atuava como um eletrodo de estimulação. O estímulo 

elétrico foi gerado por um estimulador (GRASS, Modelo S 48). Para a análise dos 

parâmetros contráteis, foi utilizado a mesma técnica descrita no item 7.2 (Fig. 7). Um fio 

terra foi colocado por fora do segmento, imerso diretamente na solução da câmara de 

superfusão.

Após o período de equilíbrio, aplicaram-se trens de estímulos e registraram-se as 

respostas contráteis. Duas curvas estímulo-respostas (uma para voltagem e outra para 

freqüência) foram realizadas para a escolha de um valor de voltagem dos pulsos e 

freqüência dos trens que fossem capazes de induzir uma resposta submáxima (70 a 80% do 

efeito máximo). Nas duas curvas foi fixado em 30 o número de pulsos do trem e em 0,5 
/ 

mseg. a duração de cada pulso. Em uma curva variou-se a voltagem (1 a 100 Volts) e a 

freqüência foi fixada em 10 Hz. Em outra curva, variou-se a freqüência (0,5 a 30 Hz) e a



Fig. 7. Sistema para análise da atividade contrátil com estimulação elétrica.
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voltagem foi fixada em 60 Volts. O intervalo entre as duas curvas foi de 20 min. A duração 

do pulso do trem foi fixada em 0,5 ms porque pulsos em formato de onda quadrada com 

duração inferior a 1,0 ms estimulam diretamente apenas neurônios e não células 

musculares lisas (Percy, 1996). A partir dessas curvas escolheu-se uma combinação de 

freqüência e voltagem com as quais os trens produziram uma resposta contrátil cuja 

amplitude foi sub-máxima.

Em alguns experimentos HEX era adicionado diretamente a câmara de superfusão 10 

min antes da estimulação. Ainda em presença de HEX, logo após a estimulação elétrica 

submaximal, 60 mM de KC1 e após a lavagem da alta concentração de potássio, 10'4M de 

ACh, eram adicionados ao banho a fim de se induzir estímulos eletromecânico e 

farmacomecânico, respectivamente. Após lavagens sucessivas por um período mínimo de 

30 a 60 min., uma nova série de estimulação com trens, K+ e ACh era induzida a fim de ser 

observada a reversão do bloqueio pelo HEX.

8. Análise Estatística

Os valores são apresentados como média ± erro padrão da média, com o número de 

experimentos (n) indicado entre parênteses. Para análise de significância estatística 

utilizou-se ANOVA seguida da técnica apropriada de contraste. Em alguns casos, em que 

um dado foi comparado apenas com outro se utilizou o teste - t de Student apropriado. 

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente signifícantes.

Comparações foram feitas entre um bloco constituído pelas respostas às várias 

concentrações de um dado agonista em um dado grupo e outro bloco, das respostas as
4

várias concentrações desse agonista em outro grupo (p. ex.: todas as respostas ao K em 

PBSpó versus todas às respostas à esse íon em TxAtó), descontando a contribuição das 

diferentes concentrações do agonista. Essas comparações, que denominaremos 

“comparação em bloco”, foram feitas pela ANOVA bidimensional (Two Way).

/
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RESULTADOS

1. Efeito do manuseio cirúrgico experimental na atividade contrátil do 

músculo liso intestinal

Inicialmente investigou-se se o efeito do manuseio cirúrgico dos protocolos 

experimentais deprimiría a atividade contrátil. Dois conjuntos de animais foram utilizados: 

animais que não foram submetidos à cirurgia (grupo SC) e animais submetidos à cirurgia, 

nos quais as alças (segmentos) intestinais isoladas foram expostas apenas ao PBS. Desse 

segundo conjunto, foram retirados três grupos de acordo com o tempo em que os 

segmentos intestinais isolados no animal ainda vivo foram expostos ao PBS: PBSp2, 

quando expostos por 2 h; PBSpô quando expostos por 6 h e PBSpis quando expostos por 18 

h. Esses grupos por sua vez foram considerados controles para os outros experimentos, 

onde os animais tiveram as alças intestinais também expostas a TxA.

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos grupos PBSp2, PBSpô e 

PBSpis foram 128,6 ± 12,6; 141,3 ± 9,9 e 164,3 ± 35,1 % respectivamento do controle (SC; 

Tabela 1) e dele diferiu signifícantemente (p<0,05; ANO VA, Teste de Student-Newman- 

Keuls) apenas o grupo PBSpô (Fig. 8 A). Quando comparados entre si, os grupos PBSp2, 

PBSpô e PBSpig não mostraram diferença significativa entre as amplitudes de suas 

movimentações espontâneas (ANOVA, Teste de Student-Newman-Keuls).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBSP2, PBSp6 e PBSpis (Fig. 8 B e C) foram de uma maneira geral 

iguais ou de amplitudes maiores do que no controle (SC).

Nas respostas contráteis ao K+, em todos os grupos, as amplitudes médias das 

contrações em resposta a uma dada concentração do agonista variaram com o curso 

temporal do protocolo do manuseio cirúrgico apenas para algumas concentrações do 

agonista (20, 40, 100 e 120 mM) (Fig.8 B). No entanto, não houve diferença significativa 

entre as amplitudes médias das respostas máximas em todos os grupos (PBSp2, PBSpô e 

PBSpis) que foram 100,2 ± 14,4; 107,8 ± 8,3 e 118,7 ± 3,4 %, respectivamente do grupo 

SC (Fig. 9).

Comparados em blocos, em relação a resposta ao K , os dados de todos os grupos 

(Fig. 8 B) não apresentaram diferenças significantes em relação ao grupo SC, excetó o 

grupo PBSpis (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Quando comparados os dados desse 
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grupo (PBSpis) com PBSp2 e PBSpó também houve diferenças significantes entre eles 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional).

Quando a estimulação foi farmacomecânica, com o neurotransmissor ACh, as 

amplitudes médias das contrações em resposta a uma dada concentração do agonista foram 

para o grupo PBSpô, de uma maneira geral, significantemente maiores (p < 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls) (Fig. 8 C) do que nos grupos SC e PBSp2, sendo nesses dois 

últimos grupos muito similares. No grupo PBSpig não houve diferenças estatísticas em 

relação a nenhum outro grupo. Comparados em blocos, os dados de todos os grupos 

apresentaram diferenças significantes em relação ao grupo SC (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional) exceto o grupo PBSp2. Quando comparados entre si, todos os grupos foram 

estatisticamente diferentes (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

Quanto às respostas máximas, o grupo PBSpó foi maior, atingindo 119,2 ± 9,8 % da 

amplitude média do grupo SC e diferindo significativamente do grupo PBSp2 que foi 80,6 

± 5,8 % do controle (grupo SC) (Fig. 9).

Apenas as EC50 49,4 mM de K+ para o grupo PBSp2 e 2,8 pM de ACh para o grupo 

PBSpis foram estatisticamente diferente da EC50 do grupo SC (ver Tabela 3).
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Fig. 8 - Efeito do manuseio cirúrgico experimental na atividade contrátil de segmentos de músculo liso intestinal.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). ^Signifícância em relação ao grupo SC; 
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TABELA 1:MOVIMENTAÇÃO ESPONTÂNEA DOS GRUPOS CONTROLES

TRATAMENTO AMPLITUDE MÉDIA (g)
SC 1,636 ±0,152 (n=ll)

PBSp2 2,104 ± 0,212 (n=12)
PBSp6 *2,313 ±0,162 (n=8)
PBSp18 2,688 ± 0,574 (n=8)

“Significância em relação ao grupo SC; p<0,05; ANOVA com contraste.
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2. Curso temporal da alteração da contratilidade intestinal induzida pela TxA 

do C. difficile.

Para caracterizar o curso temporal dos efeitos da TxA (lpg / segmento isolado) na 

contratilidade, segmentos intestinais isolados de um mesmo animal, ainda vivo, foram 

expostos individualmente a TxA ou ao PBS (controle interno). Em um conjunto de animais 

a exposição durou 2 h, em outro 6 h e em um terceiro grupo 18 h.

Os grupos de experimentos realizados em íleos expostos a TxA ou ao PBS por 2 h 

foram designados TxAT2 e PBSt2, respectivamente. Similarmente, aqueles experimentos 

expostos a TxA ou ao PBS por 6 e 18 h foram designados TxAtó e PBStó e TxAtis e 

PBStis, respectivamente.

Experimentos in vitro realizados com os segmentos intestinais a partir destes grupos 

mostraram um incremento inicial, seguido de um declínio da contratilidade que manteve 

relação com o tempo de exposição dos segmentos intestinais a TxA tanto no grupo PB St 

quanto no TxAt (Figs. 10,11 e 12).

Em relação à movimentação espontânea (Fig. 13), PBSt2 e TxAt2 foram 194,0 ± 26,3 

e 186,1 ± 17,8 % respectivamente do controle correspondente (PBSp2) e dele diferiram 

significativamente (p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) mostrando um 

incremento na exposição por 2 h. Uma depressão significativa da amplitude média dos 

grupos PBSt foi observada durante exposições mais longas (PBStis foi apenas 57,4 ± 7,0 

% do grupo PBSpis e diferiu (foi menor) significativamente em relação PBSt2 e PBStô; p < 

0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). Nos grupos TxAt, essa depressão foi 

proporcional ao período de exposição dos segmentos a TxA, significativo já a partir das 6 h 

(TxAt6 foi 47,8 ± 3,9 % do grupo TxAT2 e dele diferiu significativamente; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls. É interessante observar que de uma forma geral a 

movimentação espontânea variou de um aumento (Fig. 10 A) a uma profunda depressão 

(Fig. 12 A) de suas amplitudes médias dentro do curso temporal escolhido, principalmente 

para os grupos TxAt (Fig. 13).

A amplitude média das respostas contráteis tanto ao KT (Fig. 10, 11 e 12 B) quanto a 

ACh (Fig. 10,11 e 12 C) também apresentaram um padrão similar de alteração dentro dos 

três grupos (2, 6 e 18 h), tendo havido incremento para exposições mais curtas e inibição 

para as mais longas.
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Em relação à resposta ao K~. mais especificamente, após 2 h de exposição, foram 

significantes (p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) apenas a amplificação da 

resposta a 10 mM no grupo PBSt2 em relação a PBSp2 atingindo 132,9 ± 7,2 % e a 

depressão da resposta a 10 e 15 mM no grupo TxAT2 em relação ao grupo PBSt2 que foi de

71,2 ± 10,1 e 69,1 ±6,0 %, respectivamente (Fig. 10 B. Para o tempo de exposição de 6 h, 

as alterações significantes (p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) observadas foram 

reduções das respostas a 20, 40 e 60 mM de K+ no grupo TxAtó, que foi 63,4 ± 6,8; 80,1 ± 

3,1 e 66,8 ± 4,4 % da resposta do grupo PBSpó e 58,1 ± 6,2; 72,8 ± 2,8 e 73,8 ± 4,8 % 

daquela do grupo PBStó- Observa-se ainda uma depressão significativa da resposta ao K' 

nas concentrações de 15 e 80 mM no grupo TxAtó em relação ao grupo PBStó (Fig. 11 B). 

Para o tempo de exposição de 18 h, comparado aos tempos menores de exposição, 

houveram grandes diferenças. As respostas de 7,5; 10, 15 e 40 mM de K+ diferiram entre si 

(p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) para os três grupos. Para 20, 60 e 80 mM de 

Kr as respostas dos grupos PBStis e TxAtis diferiram significantemente do grupo PBSpis, 

mas não diferiram entre si (Fig. 12 B).

Quando comparados em blocos os dados dos grupos TxAt com PBSt, em 2, 6 ou 18 h, 

em relação ao K+, houve diferenças significativas (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Em 

relação aos grupos controles (PBSp) correspondentes: PBSt2 e TxAn diferiram e foram 

maiores; PBStó e TxATó não diferiu e diferiu (foi menor) respectivamente; e PBStis e 

TxAtis diferiram e foram menores (diferenças estatisticamente significantes. p<0,05; 

ANOVA Bidimensional).

No que conceme às respostas máximas ao K+, para os tempos de exposição de 2 e 6 h 

não houveram diferenças significantes entre os três grupos. No entanto, para 18 h de 

exposição, às respostas máximas em PBStis e TxAtis foram: 49,5 ±9,1 e 38,6 ± 4,0 % da 

resposta máxima do grupo PBSpis (Tabela 2; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) 

(Fig. 14 A). Em cada grupo, apresentado nas Figs. 8, 10, 11 e 12 as respostas máximas 

diferiram das respostas a concentrações menores do agonista, ou seja, houve dependência 

da resposta em relação à concentração do agonista.

Para várias concentrações de ACh, no tempo de 2h, houve amplificação 

significativa das respostas contráteis nos dois grupos (PBSt2 e TxAt2) em relação ao 

controle (PBSp2) (Fig. 10 C). De maneira semelhante ao que ocorre com a amplitudé 

média das movimentações espontâneas, a partir das 6 h (Fig. 13) de exposição, 

principalmente em relação aos grupos TxAt, observa-se reduções significativas das 
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respostas contráteis a várias concentrações de ACh, principalmente nos grupos PBSns e 

TxAtis (Figs. 11 C e 12 C).

Quando comparados em blocos os dados dos grupos TxAy com PBSt, em 2, 6 ou 18 h, 

em relação a ACh, também houve diferenças significativas (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional). Em relação aos grupos controles (PBSp) correspondentes: PBSt2 e TxAT2 

diferiram e foram maiores; PBStó e TxAtó diferiram (foram maior e menor, 

respectivamente); e PBStis e TxAtis diferiram e foram menores (todas as diferenças foram 

estatisticamente significantes. p<0,05; ANOVA Bidimensional).

As amplitudes médias das respostas máximas, em relação a ACh (Fig. 14 B), para os 

grupos PBSt2 e PBStó estão amplificadas, atingindo 177,7 ± 17,0 e 132,4 ± 9,4 %, 

respectivamente de seus controles (PBSp2 e PBSpó) e deles diferindo significativamente 

(Tabela 2; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStis ela está 

deprimida, atingindo apenas 46,9 ± 9,0 % de seu controle (PBSpis; Tabela 2; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls). Nos grupos TXAt: TxAT2 mostrou uma amplificação 

da resposta contrátil máxima que foi de 150,5 ± 13,0 % do seu controle (PBSp2; Tabela 2; p 

< 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) enquanto TxAtó e TxAtis foram 74,2 ± 3,4 e

28,2 ± 7,4 %, respectivamente, mostrando uma depressão significativa dessa resposta em 

relação aos seus respectivos controles (PBSp e PBSt) já a partir das 6 h de exposição (Fig. 

14 B; Tabela 2).

Em relação as EC50, coerentemente com o que ocorreu com a movimentação 

espontânea e com a resposta ao K+ e à ACh, no tempo de exposição de 2 h, em que se 

observou um aumento da contratilidade, houve uma diminuição das EC50 nos grupos 

PBSt2 e TxAT2 para 19,7 (p < 0,05; ANOVA) e 28,6 mM de K* e 0,6 e 0,8 pM de ACh, 

respectivamente, quando comparadas as EC?o dos grupos controles correspondentes (ver 

Tabela 4). Diferentemente, para os tempos de exposição de 6 e 18 h as EC50 apresentaram- 

se aumentadas em relação à dos controles correspondentes, embora tenha sido significativo 

estatisticamente apenas a EC50 de 4,2 pM de ACh do grupo PBStó e 39,4 mM de K+ para o 

grupo TxAtis (ver Tabela 4).

/
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Fig. 10 - Alteração da contratilidade intestinal induzida em 2 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva 

concentraçào-resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por 

K+ (7,5-120 mM); C, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh 

(0,1-300 pM); *Signifícância em relação ao grupo PBSP2; ASignificância em relação ao grupo PBST2 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 11 - Alteração da contratilidade intestinal induzida em 6 h de exposição a TxA.

A, amplitude média ± epm das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM); *Signifícância 

em relação ao grupo PBSP6; BSignificância em relação ao grupo PBST6 (p<0,05; ANOVA com contraste).

■4 O'.



A

Fig. 12 - Alteração da contratilidade intestinal induzida em 18 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). #Significância em 

relação ao grupo PBSP18; Significância em relação ao grupo PBSTi8 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 13 - Alteração das movimentações espontâneas (média ± epm) no curso temporal dos efeitos 

induzidos pela T"xA. ^Significância em relação ao grupo PBSP2; ASignificância em relação ao grupo PBST2;
s B bSignificância em relação ao grupo TxAT2; Significância em relação ao grupo PBST6; Significância em relação ao

H cgrupo TxAT6; Significância em relação ao grupo PBSP18; Significância em relação ao grupo PBSTi8 (p<0,05; ANOVA 

com contraste).

X



Fig. 14. B - Alteração das amplitudes (médias ± epm) das respostas máximas a ACh no curso temporal da

TxA. *Significância em relação ao grupo PBSP2; *Signifícância em relação ao grupo PBSP6; #Significância em relação

ao grupo PBSPlg; ASignifícância em relação ao grupo PBST2; aSignificância em relação ao grupo TxAT2; BSignifícância <x>
bem relação ao grupo PBST6; Significância em relação ao grupo TxAT6 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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TABELA 2:
AMPLITUDE DAS RESPOSTAS MÁXIMAS DOS GRUPOS CONTROLES E NÃO 

TRATADOS

'Signifícância em relação ao grupo PBSP2; *Significância em relação ao grupo PBSP6; ^Signifícância em 
relação ao grupo PBSP]8; A Signifícância em relação ao grupo PBST2; “Signifícância em relação ao gmpo 
TxAT2; BSignifícância em relação ao grupo PBStô; bSignificància em relação ao grupo TxAT6; Signifícância 
em relação ao grupo PBS-n», “Signifícância em relação ao gmpo TxAtis; P<0.05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (g) ACh (g)
PBSp2 7,281 ±0,375 9 (n=8) 6,031 ±0,620 (n=8)
PBStz 9,000 ± 0,571 (n=8) *11,222 ±1,299 (n=9)
TxAT2 8,375 ± 0,687 (n=9) ♦9,250 ± 0,977 (n=9)

PBSpô 8,063 ± 0,490 (n=8) *10,214 ± 1,069 (n=6)
PBStô 8,429 ± 0,702 (n=7) *11,643 ± 0,472 (n=7)
TxAtó 6,786 ± 0,845 (n=7) *B6,929 ± 0,317 (n=7)

PBSpis 8,679 ± 0,538 (n=7) 7,844 ± 1,031 (n=7)
PBStís #AB4,597 ± 1,068 (n=9) #AB3,971 ± 0,768 (n=10)
TxAtis #ab3,583 ± 1,152 (n=9) #ab2,155 ± 0,542 (n=8)

TABELA 3:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS CONTROLES

x: Signifícância em relação ao grupo SC; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (nM)
SC 21,913 ± 1,169 (n=10) 0,721 ± 1,303 (n=10)

PBSp2 *49,464 ± 1,173 (n=7) 0,933 ± 1,826 (n=6)
PBSpô 22,738 ±1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBSp]8 17,655 ±1,186 (n=7) *2,802 ± 1,740 (n=6)

TABELA 4:
MÉDIAS DAS ECjo DOS GRUPOS NÃO TRATADOS

^Signifícância em relação ao gmpo PBSP2; * Signifícância em relação ao gmpo PBSP6; #Significância em

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (^M)
PBSpz 49,464 ± 1,173 (n=7) 0,933 ± 1,826 (n=6)
PBStz *19,699 ± 1,183 (n=9) 0,675 ±1,188 (n=9)
TxAfZ 28,683 ± 1,224 (n=8) 0,812 ±1,356 (n=8)

PBSpô 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStô 20,627 ± 1,145 (n=7) *4,259 ±1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ±1,740 (n=6)
PBStís 23,186 ±l,113(n=9) 1,960 ±1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ± 1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

relação ao gmpo PBSpIg; p<0,05; ANOVA com contraste.
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3. Participação de mediadores inflamatórios na depressão da contratilidade 

intestinal induzida pela TxA do C. difficile

Demonstrada a ação depressiva da exposição de segmentos intestinais durante 6 ou 18 

h a TxA do C. difficile, procurou-se verificar se alguns tipos de agentes antiinflamatórios 

teriam efeito protetor em relação a essa atividade inibitória.

Foram quantificados em animais pré-tratados com agentes antiinflamatórios, os efeitos 

da exposição de segmentos intestinais a TxA durante 6 e 18 h. Os grupos tratados foram 

designados como nos exemplos: PBSt6,dex ou TxAtó.dex, referindo-se a uma exposição ao 

PBS ou a TxA de segmentos intestinais tratados com dexametasona, período de exposição 

de 6 h. Os resultados encontrados nos grupos TxAt de animais tratados foram comparados 

aos resultados encontrados nos seus respectivos controles (grupos PBSpô e PBSpis) bem 

como aos grupos correspondentes TxAt de animais não tratados.

A interpretação dos dados obedeceu à sistemática que segue: se para um dado efeito 

induzido pela TxA (por exemplo: valor da resposta máxima à ACh em TxAtis foi 

significativamente diferente daquele em PBSpis) e após um dado tratamento, aquele valor 

se reaproximou do controle e não houve mais diferença signifícante em relação a esse 

controle (por exemplo: a resposta máxima à ACh em TxAtis,dex não foi significantemente 

diferente de PBSpis) ou não apenas se reaproximou mas ultrapassou o valor controle, 

concluiremos que esse tratamento bloqueou esse efeito (no exemplo a dexametasona 

bloqueou o efeito depressor da TxA sobre a resposta máxima à ACh). No caso de existir 

essa ultrapassagem, diremos que houve um efeito adicional. Se, após um dado tratamento, 

o valor do parâmetro em consideração se aproxima do controle, mas ainda é 

significantemente diferente do valor desse controle, concluiremos que houve bloqueio 

parcial, (por exemplo: a resposta máxima à ACh em TxAtis, cz3o foi significativamente 

maior que a mesma resposta em TxAtis, porém essa resposta não foi suficiente para atingir 

níveis significativamente semelhantes do valor controle, ou seja PBSpis).

3.1 Atividade da dexametasona na depressão da contratilidade induzida 

pela TxA do C. difficile.

/
As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais pré- 

tratados com dexametasona (DEX) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h (grupos 

PBStó, dex e TxAtó, dex, respectivamente) foram 115,3 ± 8,3 e 108,1 ± 11,4 % do controle 
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(PBSpõ; Tabela 1) e dele não diferiram significantemente (Fig. 15 A). Nos grupos PBStis. 

dex e TxAT]8, dex (18 h de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações 

espontâneas que foram 164,8 ±23,5 e 118,5 ± 17,5 % do controle correspondente (PBSpis; 

Tabela 1) também não apresentaram diferença significante quando comparadas entre si 

(Fig.16 A). Ainda em relação a PBStis, dex e TxAtis. dex esses foram 287,2 + 41,1 e 554,0 

±81,9 %, respectivamente de PBStis e TxAtis, diferindo significantemente (Tabela 1;p< 

0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). PBStó, dex e TxAtó, dex não diferem 

significativamente de PBStó e TxAtó, respectivamente (Tabela 1).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(Kh e ACh), nos grupos PBStó, dex e TxAtó, dex (Fig. 15 B e C) e PBStis. dex e TxAtis,dex 

(Fig. 16 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitudes maiores do que nos 

controles (PBSpó e PBSpis), respectivamente.

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+ (Fig. 17 A), 

TxAtó, dex foi 82,2 ± 6,5 e 88,1 ± 6,9 % de PBSpó e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alterações não significantes) e TxAtis, dex foi 126,9 ± 6,6 e 328,9 ± 17,2 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações significativas, p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls). Em PBStó, dex a resposta máxima ao K~ foi 86,8 ± 6,7 e 86,9 ± 6,8 % de 

PBSpó e PBStó, respectivamente (alteração não significativa) e em PBStis, dex foi 124,4 ± 

13,7 e 251,4 ± 27,6 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (alteração significante em 

relação ao grupo PBStis, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao K+, os dados dos grupos PBStó. dex com TxAtó, 

DEX (Fig. 15 B) não apresentaram diferenças significantes. No entanto, o grupo PBSpó 

quando comparado ao grupo TxAtó, dex foi estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional). Quando comparados os dados dos grupos PBStis, dex com TxAtis, dex, 

(Fig. 16 B) também não apresentaram diferenças significantes entre si, mas quando ambos 

foram comparados com os dados do grupo PBSpis, diferiram (foram maiores) 

significantemente (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 17 B) nos grupos TxAtó, dex e 

TxAtis, dex foram 96,0 ± 14,6 e 110,2 ± 13,1 % daquela no grupo PBSP6 e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração não significativa) e 108,4 ± 16,5 e 390,6 ±46,5 % de 

TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grúpo 

TxAtis, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó. dex a resposta a 

ACh foi 81,0 ± 13,6 e 50,9 ± 8,6 % de PBSpó e PBStó, respectivamente (Tabela 2; 
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alteração significante em relação ao grupo PBStó, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman- 

Keuls) e em PBStis, dex foi 137,9 ± 12,7 e 293,8 ± 27,2 % de PBSpis e PBStis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStis, p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação à ACh, todos os dados dos grupos PBStó. dex com 

TxAT6. dex (Fig. 15 C) não apresentaram diferenças significantes, no entanto quando 

comparados os dados dos grupos PBStó, dex com o do grupo PBStó, houve diferença 

significativa (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Os dados dos grupos PBStis. dex e TxAtis, 

dex (Fig. 16 C) quando comparados em blocos apresentaram diferença estatisticamente 

significante (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Ainda quando comparados em blocos os 

dados dos grupos PBStis, dex e TxAtis, dex com os do controle correspondente (PBSpis), 

os mesmos diferiram (foram maiores) significantemente (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional).

Das EC50 30,1 mM de K+ e 6,1 pM de ACh para o grupo TxAtó. dex foi diferente das 

EC50 dos grupos correspondentes de TxAtó, apenas a EC50 para a ACh. Já as EC50 de 22,6 

mM de K+ e 0,6 pM de ACh do grupo TxAtis. dex, diferiram significativamente das ECso 

dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 5).
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Fig. 15 - Atividade da dexametasona nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B,

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 16 - Atividade da dexametasona nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 17. A - Amplitudes (médias ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais

pré-tratados com dexametasona e expostos ao PBS ou a TxA. #Signifícância em relação 

ao grupo PBSp18; cSignifícância em relação ao grupo PBST18; cSignificância em relação ao grupo TxAt18

(p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 17. B - Amplitudes (médias ± epm) das respostas máximas à ACh dos segmentos intestinais pré-

tratados com dexametasona e expostos ao PBS ou a TxA. *Significância em relação ao grupo PBSP6; 

^Significância em relação ao grupo PBSP18; BSignificância em relação ao grupo PBST6; CSignificância em relação ao 

grupo PBST18 cSignificância em relação ao grupo TxAtj8 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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TABELA 5:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM DEXAMETASONA

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; tíSignifícáncia em relação ao grupo PBStó; bSignificância em 
relação ao grupo TxAT6; #Significância em relação ao grupo PBSp!g; cSignificância em relação ao grupo 
PBStis; “Significância em relação ao grupo TxAtis", P<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (pM)
PBSpó 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStó,dex 24,224 ±1,154 (n=8) 2,950 ± 1,732 (n=8)
TxAtó,dex 30,130 ± 1,247 (n=8) *b6,131 ± 1,339 (n=8)

PBSpis 17,655 ± 1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAt18 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBStis,dex 16,434 ± 1,149 (n=8) 1,601 ± 1,582 (n=9)
TxAt18,DEX c22,673 ± 1,081 (n=6) #c0,640 ± 1,368 (n=10)
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3.2 Efeito de um bloqueador da fosfolipase A2 sobre a depressão da 

contratilidade intestinal induzida pela TxA do C. difficile.

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais de 

animais pré-tratados com quinacrina (QUI) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h 

(grupos PBStô, qui e TxATó, qui, respectivamente) foram 165,7± 8,3 e 132,1 ± 10,9 % do 

controle (PBSpô; Tabela 1) e dele diferiram (foram maiores) significantemente (p < 0.05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls; Fig. 18 A). Nos grupos PBStis. qui e TxAtis, qui (18 h 

de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 

44,7 ± 5,3 e 25,7 ± 6,7 % do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) e dele também 

apresentaram diferença (foram menores) significante (p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls; Fig.19 A). Em relação aos grupos PBSt e TxAt, PBStô. qui e TxAtó. qui 

foram 135,3 ± 6,7 e 162,9 ± 13,5 %, respectivamente de PBStô e TxAtó (Tabela 1; 

alteração significante em relação ao grupo TxAtó; p < 0,05; ANOVA, Teste de Dunn) e 

PBStis, qui e TxAtis, qui foram 78,0 ± 9,2 e 120,2 ± 31,4 % respectivamente de PBStis e 

TxAtis (Tabela 1; alterações não significantes).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBStô, qui e TxAtó, qui (Fig. 18 B e C) e PBStis. qui e TxAtis. qui 

(Fig. 19 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitudes menores do que nos 

respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K (Fig. 20 A), 

TxAtó. qui foi 102,7 ± 6,6 e 110,0 ±7,1 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alterações não significantes) e TxAtis, qui íbi 52,6 ± 6,3 e 136,4 ± 16,3 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (diferença significativa (menor) em relação a PBSpis; p 0,05; 

ANOVA, Teste de Dunn). Em PBStô. qui a resposta máxima ao K+ foi 108,1 ± 5,6 e 108,2 

± 5,6 % de PBSpô e PBStô, respectivamente (Tabela 2; alteração não significativa) e em 

PBStis, qui foi 49,0 ± 10,6 e 99,1 ± 21,3 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 

2; alteração significante (menor) em relação ao grupo PBSpis, p < 0,05; ANOVA, Teste de 

Dunn).

Comparados em blocos, em relação ao K , todos os dados dos grupos PBStô. qui com 
/ 

TxAtó. qui (Fig. 18 B) não apresentaram diferenças significantes. No entanto quando 

ambos foram comparados em blocos com os grupos PBStô e TxAtó, respectivamente, 

diferiram significantemente. O grupo PBStô, qui também diferiu significantemente de 
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PBSpô (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Os dados dos grupos PBStis, qui e TxAtis, qui, 

(Fig. 19 B) quando comparados entre si, também não apresentaram diferenças 

significantes, no entanto quando ambos foram comparados com os dados do grupo PBSpis, 

diferiram (foram menores) significantemente (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Como 

PBStis, qui e TxAtis, qui não diferiram entre si, mas ambos diferiram significantemente de 

PBSpis, comparou-se em blocos, PBStis, qui e TxAtis,qui com os grupos PBStis e TxAtis, 

respectivamente. Constatou-se que PBStis, qui (foi menor) e TxAtis, qui (foi maior) 

diferiram significantemente de PBStis e TxAtis, respectivamente; ou seja, em presença de 

quinacrina o efeito depressivo de TxA aplicado localmente na alça foi bloqueado.

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 20 B) nos grupos TxAT6, qui e 

TxAtis, qui foram 57,3 ± 10,4 e 48,2 9,8 % daquela no grupo PBSpô e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alterações significativas, p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls) e 77,2 ± 13,9 e 170,7 ± 34,5 % de TxAtó e TxAtis, respectivamente 

(Tabela 2; alterações não significantes). No grupo PBStó, qui a resposta a ACh foi 64,3 ± 

4,9 e 48,6 ± 3,7 % de PBSpô e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes, 

p < 0,05; ANOVA,. Student-Newman-Keuls) e em PBStis, qui foi 51,0 ± 9,3 e 108,8 ± 19,8 

% de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao 

grupo PBSpis, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação a ACh, todos os dados dos grupos PBStó, qui com 

TxAT6, qui (Fig. 18 C) diferiram significativamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional) 

enquanto PBStis, qui com TxAtis, qui (Fig. 19 C) não foram estatisticamente diferentes. 

Quando comparado em blocos, os grupos PBStó, qui e TxAtó. qui com PBSpô e PBStis, qui e 

TxAtis, qui com PBSpis, houve diferença -(foram menores) estatisticamente significante 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional). Quando PBStó, qui e TxAtó, qui foram comparados em 

blocos com os grupos PBStó e TxAtó, respectivamente, diferiram significantemente 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional). Como PBStis, qui e TxAtis. qui não diferiram entre si, 

mas ambos diferiram significantemente de PBSpis, comparou-se em blocos, PBStis, qui e 

TxAt is, qui com os grupos PBStis e TxAtis, respectivamente. Constatou-se que apenas 

TxAtis. qui diferiu e foi maior, significantemente de TxAtis, ou seja, em presença de 

quinacrina o efeito depressivo de TxA aplicado localmente na alça foi bloqueado.

As EC50 3 3,1 mM de K+ e 4,4 pM de ACh para o grupo TxATó, qui não foraçn 

diferentes das EC50 dos grupos correspondentes de TxAtó- As EC50 de 29,7 mM de KH e 
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12,5 jiM de ACh para o grupo TxAtis, qui, também não diferiram signifícativamente 

quando comparadas a EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 6)
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Fig. 18 - Atividade da quinacrina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo 

PBSP6; (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 19 - Atividade da quinacrina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). "Signifícância em 

relação ao grupo PBSp18; CSignifícância em relação ao grupo PBST18 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 20. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos

intestinais pré-tratados com quinacrina e expostos ao PBS ou a TxA. 
^Significância em relação ao grupo PBSp18; (p<0,05; ANOVA com contraste). 'O
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Fig. 20. B - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas à ACh dos segmentos 

intestinais pré-tratados com quinacrina e expostos ao PBS ou a TxA. 
*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; #Significância em relação ao grupo PBSp18; 
g
Significância em relação ao grupo PBST6 (p<0,05; ANOVA com contraste).

ocr.



97

TABELA 6:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM QUINACRINA

*Significância em relação ao grupo PBSP6; “Significância em relação ao grupo PBST6; Significância em 
relação ao grupo TxAT6; #Significância em relação ao grupo PBSPi8; cSignificância em relação ao gmpo 
PBSns; cSignifícância em relação ao grupo TxAt18; p<0.05. ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (pM)
PBSpô 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627+1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 + 1,726 (n=6)

PBStó.QUI 32,118 + 1,241 (n=4) 4,089 ± 1,449 (n=3)
TxAtó,qui 33,126 ± 1,253 (n=6) *4,397 + 1,338 (n=5)

PBSpis 17,655 + 1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 + 1,113 (n=9) 1,960 + 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 + 1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBSt18,QUI 26,330 ± 1,138 (n=9) 3,926 ± 1,562 (n=5)
TxAt18,QUI *29,712 +1,118 (n=16) 12,483 ± 1,130 (n=6)
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3.3 Efeito de bloqueadores da ciclo- e da lipo-oxigenase sobre a depressão 

da contratilidade intestinal induzida pela TxA do C. (lifficile.

3.3.1 Efeito da Indometacina

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais de 

animais pré-tratados com indometacina (IND) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h 

(grupos PBStô, ind e TxAtó, ind, respectivamente) foram 108,1 ± 6,6 e 137,8 ± 8,5 % do 

controle (PBSpô; Tabela 1) e dele diferiram (foram maiores) significantemente (p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls; Fig. 21 A). Nos grupos PBStis, ind e TxAtis. ind (18 h 

de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram

120.9 ± 10,9 e 123,2 ± 22,3 % do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) não 

apresentaram diferença significativa (Fig. 22 A). Em relação aos grupos PBSt e TxAt, 

PBStô, ind e TxAtó, ind foram 88,2 ± 5,4 e 170,0 ± 10,4 %, respectivamente de PBStô e 

TxAtó (Tabela 1; alteração significante em relação ao grupo TxAtó; p < 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls) e PBStis. ind e TxAtis, ind foram 210,8 ± 19,0 e 576,1 ± 104,2 % 

respectivamente de PBStis e TxAtis (Tabela 1; alterações significantes, p < 0,05; 

ANOVA, Teste de Dunn).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh) nos grupos PBStô, ind e TxAtó, ind (Fig. 21 B e C) e PBStis, ind e TxAtis, ind 

(Fig. 22 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitude maior do que nos 

respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K\ TxAtó. ind foi

82.9 ± 5,8 e 88,8 ± 6,2 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; alterações não 

significantes) (Fig. 27 A) e TxAtis, ind foi 141,4 ± 9,6 e 366,4 ± 24,8 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabeia 2; alterações significativas; p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls) (Fig. 28 A). Em PBStô, ind (Fig. 27 A) a resposta máxima ao K foi 85,9 

± 9,4 e 86,0 ± 9,5 % de PBSpô e PBStô, respectivamente (Tabela 2; alteração não 

significativa) e em PBStis. ind (Fig. 28 A) foi 119,8 ± 6,8 e 242,1 ± 13,7 % de PBSpis e 

PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStis, p 

0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, todos os dados dos grupos PBStô, ind com TxAtó, ind (Fig. 21 

B) e PBStis, ind com TxAtis, ind (Fig. 22 B) em relação ao K+, não apresentaram 
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diferenças significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Em relação aos grupos PBStis, 

ind e TxAtis, ind, ambos foram estatisticamente diferentes (maiores) quando comparados 

em blocos com o controle (PBSpis). Comparado TxAtó. ind com o respectivo grupo TxAtó, 

também houve diferença estatística (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh nos grupos TxAtó, ind (Fig. 27 B) e 

TxAtis, ind (Fig. 28 B) foram 87,2 ± 9,6 e 111,2 ± 19,0 % daquela no grupo PBSpó e 

PBSpis, respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e 117,4 ± 12,8 e 393,7 ± 

67,4 % de TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação 

ao grupo TxAtis, p á 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó, ind (Fig. 

27 B) a resposta a ACh foi 96,2 ± 7,6 e 72,6 ± 5,7 % de PBSpó e PBStó, respectivamente 

(Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStó, p 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls) e em PBStis, ind (Fig. 28 B) foi 113,4 ± 11,6 e 241,5 ± 24,7 % de PBSpis 

e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStis, p 

< 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, todos os dados dos grupos PBStó, ind com TxAtó, ind (Fig. 21 

C) e PBStis, ind com TxAtis, ind (Fig. 22 C) em relação a ACh, não apresentaram 

diferenças significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional). No entanto quando comparado 

os dados em bloco desses grupos com PBStó e TxAtó, respectivamente, houve diferenças 

significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Os grupos PBStis, ind e TxAtis. ind 

comparados em blocos com PBSpis diferiram significantemente (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional).

As EC5o 24,9 mM de K+ e 1,8 pM de ACh para o grupo TxAtó, ind não foram 

diferentes das EC50 dos grupos correspondentes de TxAtó- No entanto, as EC50 de 22,6 

mM de K+ e 2,7 pM de ACh para o grupo TxAtis, ind diferiram de forma significativa 

quando comparadas as EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 7).

3.3.2 Efeito do Celecoxibe

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais de 

animais pré-tratados com celecoxibe (CEL) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h 

(grupos PBStó, cel e TxAtó, cel, respectivamente) foram 129,7 ± 0,0 e 169,4 ± 22,9 % do/ 

controle (PBSP6; Tabela 1) e dele diferiram significantemente (p < 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls; Fig. 23 A). Nos grupos PBStis, cel e TxAtis. cel (18 h de 
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exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 151,5 

± 14,5 e 122,2 ± 19,4 % do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) não apresentaram 

diferença significativa (Fig. 24 A). Em relação aos grupos PBSp e TxAt, PBStó. cel e 

TxAtó. cel foram 105,8 ± 0,0 e 208,9 ± 27,0 %, respectivamente de PBStó e TxAtó (Tabela 

1; alteração significante em relação ao grupo TxAtó; p < 0,05; ANOVA, Teste de Dunn) e 

PBStis, cel e TxAtis. cel foram 264,0 ± 25,3 e 571,4 ± 90,7 % respectivamente de PBStis 

e TxAtis (Tabela 1; alterações significantes, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls e 

Teste de Dunn).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBStó, cel e TxAtó. cel (Fig. 23 B e C) e PBStis, cel e TxAtis, cel 

(Fig. 24 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitude maior do que nos 

controles (PBSpô e PBSpis), respectivamente.

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+, TxAtó, cel foi 

106,6 ± 8,0 e 114,2 ± 8,6 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; alterações não 

significantes) (Fig. 27 A) e TxAtis, cel foi 115,3 ± 19,4 e 298,9 ± 50,2 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significativa em relação ao grupo TxAtis; p 

< 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) (Fig. 28 A). Em PBStó, cel (Fig- 27 A) a 

resposta máxima ao K foi 109,9 ± 9,5 e 110,1 ± 9,5 % de PBSpô e PBStó, respectivamente 

(alteração não significativa) e em PBStis, cel (Fig. 28 A) foi 144,6 ± 16,4 e 292,1 ± 33,1 % 

de PBSpis e PBStis, respectivamente (alterações significantes; p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao K”, todos os dados dos grupos PBStó, cel com 

TxAtó, cel (Fig. 23 B), não apresentaram diferenças significantes, mas quando comparados 

aos grupos PBStó e TxAtó, respectivamente, houve diferenças significativas (p<0,05; 

ANOVA Bidimensional). Nos grupos PBStis, cel e TxAtis, cel (Fig. 24 B) quando 

comparamos todos os dados em blocos observa-se que PBStis. cel difere (foi maior) dos 

grupos TxAtis. cel e PBSpis, significantemente (p<0,05; ANOVA Bidimensional) e 

TxAtis. cel não difere de PBSpis.

As respostas máximas à estimulação com ACh nos grupos TxAtó, cel (Fig. 27 B) e 

TxAtis, cel (Fig. 28 B) foram 107,7 ± 6,7 e 129,1 ± 16,8 % daquela no grupo PBSP6 e 

PBSpis, respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e 145,0 ± 9,0 e 456,9 + 

59,4 % de TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó. cel. (Fig. 27 B) a resposta a ACh foi
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95.2 ± 6,4 e 71,8 ± 4,8 % de PBSpc, e PBStô, respectivamente (Tabela 2; alteração 

significante em relação ao gmpo PBStô, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em 

PBStis, cel (Fig. 28 B) foi 119,9 ± 16,6 e 255,4 ± 35,3 % de PBSpis e PBStis, 

respectivamente (alteração significante em relação ao grupo PBStis, p 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação a ACh, todos os dados dos grupos PBStô, cel com 

TxAtó, cel (Fig. 23 C), não apresentaram diferenças significantes, mas quando comparados 

aos grupos PBStô e TxAtó, respectivamente, houve diferenças significativas (p<0,05; 

ANOVA Bidimensional). (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Os dados dos grupos PBStis, 

cel com TxAtis. cel (Fig. 24 C) também não apresentaram diferenças significantes, no 

entanto quando ambos foram comparados com o gmpo PBSpis, houve diferença (foram 

maiores) estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

Das EC50 18,6 mM de K+ e 6,5 DM de ACh para o gmpo TxAtó, cel diferiu da EC50 

dos gmpos correspondentes de TxAtó, apenas a EC50 para K+. Já as EC50 de 23,4 mM de 

K+ e 2,9 pM de ACh para o gmpo TxAtis, cel quando comparadas as EC50 dos gmpos 

correspondentes de TxAtis, não foram diferentes estatisticamente (ver Tabela 8).

3.3.3 Efeito do Montelucaste sódico

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais de 

animais pré-tratados com montelucaste de sódio (MON) e expostos ao PBS ou a TxA 

durante 6 h (gmpos PBStô, mon e TxAtó. mon, respectivamente) foram 165,7 ± 8,3 e 147,7 

± 14,7 % do controle (PBSpô; Tabela 1) e dele diferiram significantemente (p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls; Fig. 25 A). Nos gmpos PBStis. mon e TxAtis, mon (18 

h de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram

130.2 ± 15,8 e 148,8 ± 12,3 % do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) não 

apresentaram diferença significativa (Fig. 26 A). Em relação aos gmpos PBSt e TxAt, 

PBStó.mon e TxAtó,mon foram 135,3 ± 6,7 e 182,2 ± 18,2 %, respectivamente de PBSTóe 

TxAtó (Tabela 1; alteração significante em relação ao gmpo TxAtó; p 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls) e PBStis, mon e TxAtis. mon foram 227,0 ± 27,5 e 695,6 ± 57,9 % 

respectivamente de PBStis e TxAtis (Tabela 1; alterações significantes, p < 0,05’; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls).
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As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBStó, mon e TxAtó. mon (Fig. 25 B e C) e PBStis, mon e TxAtis, 

mon (Fig. 26 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitude maior do que nos 

respectivos controles (PBSpó e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K7, TxAtó, mon foi

119,2 ± 6,2 e 127,7 ± 6,7 % de PBSpó e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; alteração 

significante em relação ao grupo TxAtó; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) (Fig. 

27 A) e TxAtis, mon foi 107,7 ± 14,1 279,1 ± 36,4 % de PBSpis e TxAtis, respectivamente 

(Tabela 2; alteração significativa em relação ao grupo TxAtis; p < 0,05; ANOVA, 

Student-Newman-Keuls) (Fig. 28 A). Em PBStó, mon a resposta máxima ao K+ foi 134,8 ± 

10,6 e 135,0 ± 10,7 % de PBSpó e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações 

significativas; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em PBStis, mon foi 105,9 ± 

1,8 e 213,9 ± 3,6 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alterações 

significantes; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao K+, todos os dados dos grupos PBStó, mon com 

TxAtó, mon (Fig. 25 B), apresentaram diferenças (foram maiores) significantes em relação 

ao grupo PBSpó, mas não diferiram entre si (p±0,05; ANOVA Bidimensional). Nos grupos 

PBStis, mon e TxAtis, mon (Fig. 26 B) quando comparados todos os dados em blocos não 

houve diferenças significantes estatisticamente, nem quando comparados com PBSpis 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional). Comparados em blocos os grupos PBStó, mon com 

TxAtó. mon respectivamente com PBStó e TxAtó, apresentaram diferenças significantes 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh nos grupos TxAtó, mon (Fig. 27 B) e 

TxAtis, mon (Fig. 28 B) foram 95,7 ± 9,1 e 99,0 ± 7,4 % daquela no grupo PBSP6 e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e 128,9 ± 12,2 e 350,6 ± 26,4 % 

de TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo 

TxAtis; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó, mon (Fig. 27 B) a 

resposta a ACh foi 114,4 ± 8,0 e 86,3 ± 6,1 % de PBSP6 e PBStó, respectivamente (Tabela 

2; alterações não significantes) e em PBStis, mon (Fig. 28 B) foi 91,6 ± 7,4 e 195,2 ± 15,8 

% de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao 

grupo PBStis, p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, todos os dados dos grupos PBStó, mon com TxAtó, mon (Fig. 

25 C) e PBStis, mon com TxAtis, mon (Fig. 26 C) em relação a ACh, não apresentaram 
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diferenças significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional). No entanto quando comparado 

em blocos o grupo TxAtó, mon com TxAtó, houve diferenças significativas (p<0,05; 

ANOVA Bidimensional).

A EC50 de 18,7 mM de K\ mas não a EC50 de 3,1 pM de ACh para o grupo TxAtó, 

mon foi diferente da EC50 do grupo correspondente de TxAtó- As EC50 de 17,6 mM de K+ e 

0,9 pM de ACh para o grupo TxAtis, mon diferiram de forma significativa quando 

comparadas as EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 9).
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Fig. 21 - Atividade da indometacina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Signifícância em 

relação ao grupo PBSP6; (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 22 - Atividade da indometacina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM)
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Fig. 23 - Atividade do celecoxibe nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação (média 

± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo PBSP6; 

BSignificância em relação ao grupo PBST6 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 24 - Atividade do celecoxibe nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (méclia ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 25 - Atividade do montelucaste sódico nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo

PBSP6; (p<0,05; ANOVA com contraste). ~
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Fig. 26 - Atividade do montelucaste sódico nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 27. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais de

animais pré-tratados com IND, CEL ou MON e expostos por 6h ao PBS ou a TxA.
*Significância em relação ao grupo PBSp6; BSignificância em relação ao grupo PBST6; bSignificância em

relação ao grupo TxAT6 (p<0,05; ANOVA com contraste). o
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Fig. 27. B - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas à ACh dos segmentos intestinais de

animais pré-tratados com IND, CEL ou MON e expostos por 6h ao PBS ou a TxA.
*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; BSignificância em relação ao grupo PBST6; bSignificância em relação ao

grupo TxAT6 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 28. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais de animais pré-

tratados com IND, CEL ou MON e expostos por 18h ao PBS ou a TxA. #Significância em relação ao grupo

PBSpi8; cSignificância em relação ao grupo PBST18; cSignificância em relação ao grupo TxAt18 (p<0,05; ANOVA com 

contraste).



B

Fig. 28. B - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas à ACh dos segmentos intestinais de animais

pré-tratados com IND, CEL ou MON e expostos por 18h ao PBS ou a TxA. ^Significância em relação

ao grupo PBSpi8; cSignificância em relação ao grupo PBSTi8; cSignificância em relação ao grupo TxAt18 (p<0,05; ANOVA

com contraste).
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TABELA 7:
MÉDIAS DAS EC5o DOS GRUPOS TRATADOS COM INDOMETACINA

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; BSignifícância em relação ao grupo PBStô; bSignificância em 
relação ao grupo TxAT6; 'Signifícância em relação ao grupo PBSPi8; cSignifícância em relação ao grupo 
PBSTls> “Signifícância em relação ao grupo TxAt18; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (gM)
PBSpô 22,738 ±1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStô 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStójnd 26,198 ±1,183 (n=ll) Bl,595± 1,321 (n=ll)
TxAtó,ino 24,883 ±1,148 (n=ll) 1,814 ± 1,297 (n=ll)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBStis,ind 20,929 ± 1,199 (n=8) 2,999 ± 1,430 (n=7)
TxAtisjnd c22,646 ±1,162 (n=8) c2,736 ± 1,270 (n=7)

TABELA 8:
MÉDIAS DAS ECso DOS GRUPOS TRATADOS COM CELECOXIBE

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; BSignifícância em relação ao grupo PBStô; bSignifícância em 
relação ao gmpo T.xAT6; "Signifícância em relação ao gmpo PBSPi8; "Signifícância em relação ao gmpo 
PBStis; “Signifícância em relação ao grupo TxATI8; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 ACh
PBSpô 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStô 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ±1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStó,CEL 32,591 ± 1,151 (n=10) *5,793 ± 1,403 (n 9)
TxAtó,cel b18,604± 1,369 (n-10) *6,480 ± 1,604 (n=5)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBSt!8 23,186 ±1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ±1,580 (n=7)

PBSt18,CEL 22,690 ± 1,066 (n=6) 2,201 ± 1,515 (n=6)
TxAtis,cel c23,422 ± 1,142 (n S) c2,289 ± 1,378 (n=6)
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TABELA 9:
MÉDIAS DAS EC5o DOS GRUPOS TRATADOS COM MONTELUCASTE SÓDICO

*Significância em relação ao grupo PBSp6; BSignificância em relação ao grupo PBS-rfi; bSignifícância em 
relação ao grupo TxAT6; #Significância em relação ao grupo PBSPi8; cSignificância em relação ao grupo 
PBSTig; “Significância em relação ao grupo TxA-ns; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (|1M)
PBSpó 22,738 ±1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStó,mon 18,880 ± 1,085 (n=8) *6,873 ± 1,488 (n=7)
TxAtó,mon b18,761 ± 1,100 (n=8) 3,105 ±1,278 (n=5)

PBSpis 17,655 ± 1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ± 1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBSt18,MON 23,578 ± 1,217 (n=4) 1,972 ± 1,354 (n=4)
TxAt18,MON c17,620± 1,136 (n=4) e0,968 ± 2,049 (n=4)
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3.4 Efeito de bloqueadores de TNF-cc e IL-1 sobre a depressão da 

contratilidade intestinal induzida pela TxA do C. difficile.

3.4.1 Efeito da Talidomida

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais de 

animais pré-tratados com talidomida (TAL) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h 

(grupos PBStó, tal e TxAtó, tal, respectivamente) foram 154,4 ± 18,0 e 112,2 ± 10,4 % do 

controle (PBSpô; Tabela 1) e dele não diferiram significantemente (Fig. 29 A). Nos grupos 

PBStis, tal e TxAtis, tal (18 h de exposição a TxA) as amplitudes médias das 

movimentações espontâneas que foram 121,5 ± 13,3 e 96,7 ± 11,5 % do controle 

correspondente (PBSpis; Tabela 1) e dele também não diferiram significativamente (Fig. 

30 A). Em relação aos grupos PBSt e TxAt, PBStó, tal e TxAtó, tal foram 126,0 ± 14,7 e

138,3 ± 12,9 %, respectivamente de PBStó e TxAtó (Tabela 1; alterações não 

significantes) e PBStis, tal e TxAtis, tal foram 211,9 ± 23,3 e 452,2 ± 53,9 % 

respectivamente de PBStis e TxAtis (Tabela 1; alterações significantes; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBStó, tal e TxAtó, tal (Fig- 29 B e C) e PBStis, tal e TxAtis, tal 

(Fig. 30 B e C) foram de uma maneira geral iguais, de amplitude menor ou maior do que 

nos respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+ (Fig. 33 A), 

TxAtó, tal foi 83,3 ± 8,2 e 89,3 ± 8,8 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alteração não significaLnte) e TxAtis, tal foi 117,8 ± 10,2 e 305,2 ± 26,4 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significativa em relação ao grupo TxAtis; p 

< 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). Em PBStó, tal a resposta máxima ao K" foi 

103,7 ± 10,9 e 103,8 ± 10,9 % de PBSpô e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações 

não significativas) e em PBStis, tal foi 117,4 ± 10,4 e 237,1 ± 21,0 % de PBSpis e PBStis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStis; p 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao KT, todos os dados dos grupos PBStó, tal codr 

TxAtó, tal (Fig- 29 B), não apresentaram diferenças significativas, nem quando 

comparados aos grupos PBStó e TxAtó. O grupo PBStis, tal comparado em blocos com 



117

TxAtis, tal (Fig. 30 B) não diferiu significantemente deste, mas ambos comparados ao 

grupo PBSpis, foram estatisticamente diferentes (maiores) (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 33 B) nos grupos TxAtó, tal e 

TxA ris, tal foram 73,1 ± 6,5 e 106,3 ± 9,2 % daquela no grupo PBSpó e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alterações significativas; p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls) e 98,4 ± 8,9 e 376,5 ± 32,9 % de TxAtó e TxAtis, respectivamente 

(Tabela 2; alterações significativas; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No 

grupo PBStó, tal a resposta a ACh foi 99,8 ± 10,4 e 75,4 ± 7,9 % de PBSpó e PBStó, 

respectivamente (Tabela 2; alterações significantes em relação ao grupo PBStó; p á' 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em PBStis, tal foi 102,6 ± 13,5 e 218,7 ± 28,8 % de 

PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alterações não significantes).

Comparados em blocos, em relação a ACh, todos os dados dos grupos PBStó, tal com 

TxAtó, tal (Fig. 29 C) foram estatisticamente diferentes, até mesmo quando comparados 

aos grupos PBStó e TxAtó- Comparados com PBSpó, foi diferente deste apenas o grupo 

TxAtó, tal significativamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Quando comparado 

agora, os grupos PBStis, tal com TxAtis, tal (Fig. 30 C) não houve diferenças 

significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional), nem quando comparados ao grupo PBSpis.

As EC50 28,7 mM de K+ e 5,8 pM de ACh para o grupo TxAtó, tal não foram 

diferentes das EC50 dos grupos correspondentes de TxAtó- No entanto, as EC50 de 21,1 

mM de KT e 1,3 pM de ACh do grupo TxAtis, tal diferiram de forma significativa quando 

comparadas as EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 10).

4

3.4.2 Efeito da Pentoxifdina

As amplitudes médias das movimentações espontâneas dos segmentos intestinais pré- 

tratados com pentoxifdina (PEN) e expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h (grupos PBStó, 

pen e TxAtó, pen, respectivamente) foram 182,4 ± 18,6 e 197,3 ± 11,7 % do controle 

(PBSpó; Tabela 1) e dele diferiram significantemente (p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls; Fig. 31 A). Nos grupos PBStis, pen e TxAtis. pen (18 h de exposição a 

TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 139,5 ± 13,6 e 99/! 

± 8,4 % do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) não apresentaram diferença 

significativa (Fig. 32 A). Em relação aos grupos PBSt e TxAt, PBStó, pen e TxAtó, pen 
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foram 148,9 ± 15,2 e 243,3 ± 14,5 %, respectivamente de PBStó e TxAtó (Tabela 1; 

alteração significante em relação ao grupo TxAtó; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman- 

Keuls) e PBStis, pen e TxAtis, pen foram 243,2 ± 23,8 e 463,8 ± 39,3 % respectivamente de 

PBStis e TxAtis (Tabela 1; alterações significantes, p < 0,05; ANOVA, Student-Newman- 

Keuls),

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K e ACh), nos grupos PBStó, pen e TxAtó, pen (Fig. 31 B e C) e PBStis, pen e TxAtis, pen 

(Fig. 32 B e C) foram de uma maneira geral de amplitude maior do que nos respectivos 

controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+, (Fig. 33 A) 

TxAtó, pen foi 113,9 ± 8,4 e 122,1 ± 8,9 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alterações não significantes) e TxAtis, pen foi 128,3 ± 16,6 e 332,6 ± 43,1 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações significativas; p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls). Em PBStó, pen a resposta máxima ao K+ foi 117,8 ± 6,9 e 117,9 ± 6,9 % 

de PBSpô e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e em PBStis, 

pen foi 120,5 ± 11,1 e 243,4 ± 22,4 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; 

alterações significantes; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao K+, os dados dos grupos PBStó, pen com TxAtó, 

pen (Fig. 31 B), não apresentaram diferenças significantes, mas quando ambos foram 

comparados a PBSpô, diferiram (foram maiores) significativamente (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional). Nos grupos PBStis, pen e TxAtis, pen (Fig. 32 B) quando comparados os 

dados em blocos, não houve diferença estatística, porém em relação ao grupo PBSpis, 

houve diferenças (foram maiores) significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 33 B) nos grupos TxAtó. pen e 

TxAtis, pen foram 106,2 ± 5,2 e 108,1 ± 3,2 % daquela no grupo PBSpô e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e 143,0 ± 7,0 e 382,8 ± 11,3 % 

de TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó. pen a resposta a ACh foi 130,2 ± 6,6 

e 98,3 ± 4,9 % de PBSpô e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em 

relação ao grupo PBSpô; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em PBStis. pen foi

155,4 ± 18,9 e 331,1 ± 40,3 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alterações 

significantes; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).
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Comparados em blocos, todos os dados dos grupos PBStô, pen com TxAtó, pen (Fig. 31 

C) e PBStis. pen com TxAtis, pen (Fig. 32 C) em relação a ACh, houve diferenças 

estatisticamente significantes (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Quando comparados aos 

respectivos controles (PBSpô e PBSp^, respectivamente) todos foram significativamente 

diferentes, exceto o grupo PBSpis com TxAtis. pen (Fig. 32 C).

A EC5o 22,4 mM de K+ mas não a ECjo 2,2 pM de ACh para o grupo TxAtó, pen 

diferiu da EC50 do grupo correspondente de TxAtó- Já as EC50 de 12,8 mM de K e 0,6 pM 

de ACh para o grupo TxAtis, pen diferiram de forma significativa quando comparadas as 

EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 11).
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Fig. 29 - Atividade da talidomida nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 30 - Atividade da talidomida nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 31 - Atividade da pentoxifilina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm)'das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo

PBSP6; (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 32 - Atividade da pentoxifilina nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 33. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais de animais pré-

tratados com bloqueadores da síntese de TNF-a ou IL-1 e expostos ao PBS ou a TxA. #Signifícância

em relação ao grupo PBSPig; cSignificância em relação ao grupo PBSTlg; °Significância em relação ao grupo TxATi8 (p<0,05;

N ANOVA com contraste).
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Fig. 33. B - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas a ACh dos segmentos intestinais de animais pré-tratados 

com bloqueadores da síntese de TNF-a ou IL-1 e expostos ao PBS ou a TxA. *Significância em relação ao grupo

X PBSP6; #Significância em relação ao grupo PBSPi8; BSignificância em relação ao grupo PBStôí bSignificância em relação ao grupo TxAT6;

cSignificância em relação ao grupo PBST18; cSignificância em relação ao grupo TxAt18 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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TABELA 10:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM TALIDOMIDA

*Significância em relação ao grupo PBSP6; BSignifícância em relação ao grupo PBST6; bSignifícância em 
relação ao grupo TxAT6; #Significância em relação ao grupo PBSPi8; cSignifícância em relação ao grupo 
PBSTi8; °Significância em relação ao grupo TxATi8; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (gM)
PBSpg 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAT6 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBST6.TAL 28,494 ±1,182 (n=8) 2,087 ± 1,624 (n=7)
TxAt6,TAL 28,733 ± 1,234 (n=8) 5,819 ± 1,981 (n=6)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ±1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ± 1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBStí8,TAL 18,844 ±1,189 (n=6) 8,110 ±1,568 (n=6)
TxAt18,TAL 21,128 ± 1,063 (ii 7) cl,337 ± 1,372 (116)

TABELA 11:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM PENTOXIFILINA

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; BSignifícância em relação ao grupo PBST6; bSignifícância em 
relação ao grupo TxAt6; Significância em relação ao grupo PBSP!8; cSignificância em relação ao grupo 
PBSti8; cSignificância em relação ao grupo TxATl8; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (|1M)
PBSpó 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ± 1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBSt6,PEN 24,481 ± 1,124 (n=12) Bl,083± 1,446 (n=ll)
TxA T6, PEN b22,452 ± J,133 (n=12) 2,182 ±1,502 (n=ll)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ±1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ±1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBSt18,PEN 16,510 ± 1,097 (n=4) 0,633 ± 1,610 (n=5)
TxAt18,PEN c12,813 ± 1,039 (n=3) c0,673 ± 1,355 (n=4)
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3.5 Efeito de um óleo essencial com propriedades antiinflamatórias na 

depressão da contratilidade intestinal induzida pela TxA do C. difficile.

3.5.1 Efeito do OECz 1 mg/Kg

Os segmentos intestinais de animais pré-tratados com OECZ I mg/Kg (CZ1) e 

expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h (grupos PBStô, czi e TxAtó. czi, respectivamente) 

apresentaram amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 77,8 ± 5,2 e 

27,0 ± 11,2 % do controle (PBSpô; Tabela 1) e dele diferiu (foi menor) signifícantemente 

TxAtó, czi (p 0,05; ANOVA, Teste de Dunn; Fig. 34 A). Nos grupos PBStis, czi e 

TxAtis, czi (18 h de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações 

espontâneas que foram 74,4 ± 11,2 e 66,9 ± 13,5 %, do controle correspondente (PBSpis; 

Tabela 1) não apresentaram diferença significativa (Fig. 35 A). Em relação aos grupos 

PBSt e TxAt, PBStô, czi e TxAtó, czi foram 63,5 ± 4,3 e 33,3 ± 13,7 %, respectivamente 

de PBStô e TxAtó (Tabela 1; alteração significante em relação ao grupo TxAtó; p 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls) e PBStis, czi e TxAtis, czi foram 129,7 ± 19,6 e 313,3 

± 63,1 %, respectivamente de PBStis e TxAtis (Tabela 1; alteração significante em 

relação ao grupo TxAtis; p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBSTó, czi e TxAtó, czi (Fig. 34 B e C) e PBStis. czi e TxAtis, czi 

(Fig. 35 b e c) foram de uma maneira geral iguais, de amplitude maior ou menor do que 

nos respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+ (Fig. 38 A), 

TxAtó, czi foi 91,2 ± 10,8 e 97,8 ± 11,6 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alteração não significante) e TxAtis, czi foi 77,2 ± 11,8 e 200,0 ± 30,5 % de PBSpis e 

TxA-ns, respectivamente (Tabela 2; alterações significativas; p < 0,05; ANOVA, Student- 

Newman-Keuls). Em PBStô. czi a resposta máxima ao K+ foi 105,8 ± 14,6 e 105,9 ± 14,6 

% de PBSpô e PBStô, respectivamente (Tabela 2; alterações não significantes) e em 

PBStis, czi foi 102,3 ± 24,6 e 206,7 ± 49,8 % de PBSpis e PBStis, respectivamente 

(Tabela 2; alteração significativa em relação ao grupo PBStis; p < 0,05; ANOVA,
/ 

Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação ao K+, todos os dados dos grupos PBStô, czi com 

TxAtó, czi (Fig. 34 B), não apresentaram diferenças significativas. No entanto quando 
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ambos foram comparados aos grupos PBStó e TxAtó, respectivamente houve diferenças 

significativas (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Comparados os dados em blocos do 

grupo PBStis, czi com TxAtis, czi (Fig. 35 B) houve diferenças significantes 

estatisticamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional). No entanto, quando ambos foram 

comparados ao grupo PBSpis, apenas TxAtis, czi diferiu significante (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional).

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 38 B) nos grupos TxAtó, czi e 

TxAtis, czi foram 78,5 ± 12,6 e 102,4 ± 17,1 % daquela no grupo PBSpô e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração não significativa) e 105,8 ± 17,0 e 362,8 ± 60,8 % de 

TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo 

TxAtis; p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó, czi a resposta a 

ACh foi 94,2 ± 14,5 e 71,1 ± 11,0 % de PBSpô e PBStó, respectivamente (Tabela 2; 

alteração significante em relação ao grupo PBStó; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman- 

Keuls) e em PBStis, czi foi 141,7 ± 11,8 e 302,2 ± 25,2 % de PBSpis e PBStis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo PBStis; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação a ACh, os dados dos grupos PBStó, czi com 

TxAtó, czi (Fig. 34 C) foram estatisticamente diferentes, exceto quando comparado o 

grupo PBSpô com PBStó, czi (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Ainda quando comparados 

(PBStó, czi e TxAtó. czi) aos grupos PBStó e TxAtó, respectivamente, diferiram 

significativamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Comparados todos os dados em 

blocos dos grupos PBStis, czi e TxAtis, czi (Fig. 35 C) houve diferenças significantes 

estatisticamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional), exceto entre os grupos PBSpis e 

TxAtis, czi-

Para as EC50 17,6 mM de K+ e 1,3 pM de ACh do grupo TxAtó. czi diferiu de forma 

significativa quando comparada a EC50 dos grupos correspondentes de TxAtó apenas a 

ECso para o K+. As EC50 de 50,6 mM de K+ e 6,7 pM de ACh para o grupo TxAtis, czi não 

diferiram de forma significativa quando comparadas a EC50 dos grupos correspondentes de 

TxAtis (ver Tabela 12).

/
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Fig. 34 - Atividade do OECz 1 mg/kg nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B,
'*

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo PBSP6;

(p<0,05; ANOVA com contraste). ~
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Fig. 35 - Atividade do OECz 1 mg/kg nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, 
’ *

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação (média ± 

epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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TABELA 12:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM O ÓEO ESSENCIAL DO Croton

zehntneri (lmg/Kg)

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; Significância em relação ao grupo PBST6; Significância em 
relação ao grupo TxAT6; Significância em relação ao grupo PBSPi8; cSignificância em relação ao grupo 
PBStis; “Significância em relação ao grupo TxATi8; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh(pM)
PBSpõ 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStó 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ±1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStó,CZ1 19,286 ± 1,077 (n=8) 2,190 ± 1,487 (n=6)
TxAtó,czi b17,573 ± 1,075 (n=7) 1,325 ± 1,421 (n=5)

PBSpis 17,655 ± 1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ±1,561 (n=10)
TxAtis 39,423 ± 1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBST18,CZ1 17,837 ± 1,138 (n=3) 2,502 ± 1,443 (n=3)
TxAt18,CZ1 #50,621 ± 1,178 (n=3) 6,735 ± 1,099 (n=3)
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3.5.2 Efeito do OECz 30 mg/Kg

Os segmentos intestinais de animais pré-tratados com OECZ 30 mg/Kg (CZ30) e 

expostos ao PBS ou a TxA durante 6 h (grupos PBStô, cz3o e TxAtó, cz3o, respectivamente) 

apresentaram amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 119,4 ± 12,7 e

116,2 ± 15,7 % do controle (PBSpô; Tabela 1) e dele não diferiram signifícantemente (Fig. 

36 A). Nos grupos PBStis, cz3o e TxAtis, cz3o (18 h de exposição a TxA) as amplitudes 

médias das movimentações espontâneas que foram 81,3 ± 20,9 e 9,5 ± 2,3 %, do controle 

correspondente (PBSpis; Tabela 1) e dele diferiu (foi menor) significativamente o grupo 

TxAtis, cz30 (p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls; Fig. 37 A). Em relação aos 

grupos PBSt e TxAt, PBStô, cz3o e TxAtó. cz30 foram 97,5 ± 10,4 e 143,3 + 19,4 %, 

respectivamente de PBStô e TxAtó (Tabela 1; alterações não significantes) e PBStis, cz3o e 

TxAtis, cz3o foram 141,8 ± 39,4 e 44,7 ± 11,7 %, respectivamente de PBStis e TxAtis 

(Tabela 1; alterações não significantes).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K e ACh), nos grupos PBStô, cz3o e TxAtó. cz3o (Fig. 36 B e C) e PBStis, cz3o e TxAtis, 

cz3o (Fig. 37 B e C) foram de uma maneira geral iguais ou de amplitude menor do que nos 

respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+ (Fig. 38 A), 

TxAtó, cz3o foi 82,9 ± 9,9 e 88,9 ± 10,6 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alteração não significante) e TxAtis, cz3o foi 81,4 ± 27,9 e 211,0 ± 72,4 % de PBSpis e 

TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas). Em PBStô, czao a
* 

resposta máxima ao K+ foi 72,2 ± 6,4 e 72,3 ± 6,4 % de PBSpô e PBStô, respectivamente 

(Tabela 2; alterações significantes; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em 

PBSti8,cz3o foi 84,4 ±34,1 e 170,4 ± 68,9 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 

2; alterações não significativas).

Comparados em blocos, em relação ao Kf todos os dados dos grupos PBStô, cz3o com 

TxAtó, cz3o (Fig. 36 B) e PBStis. cz3o com TxAtis, cz30 (Fig. 37 B) não apresentaram 

diferenças significativas (p<0,05; ANOVA Bidimensional). No entanto, PBStô, cz3o e 

TxAtó, cz.3o comparados respectivamente com PBStô e TxAtó; e PBStis, cz30 e TxAtis, czs/ 

comparados ao controle PBSpis, diferiram signifícantemente (p<0,05; ANOVA 
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Bidimensional). TxAtis, cz3o também foi diferente estatisticamente do grupo TxAtis 

correspondente.

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 38 B) nos grupos TxAtó. cz3o e 

TxAtis. cz3o foram 85,7 ± 7,2 e 57,8 ± 9,7 % daquela no grupo PBSpô e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração significativa em relação ao grupo PBSpis; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls) e 115,4 ± 9,7 e 205,1 ± 34,6 % de TxAtó e TxAtis, 

respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao grupo TxAtis; p 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó, cz30 a resposta a ACh foi 68,3 ± 8,9 e 

51,6 ± 6,7 % de PBSP6 e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes; p < 

0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em PBStis, CZ30 foi 106,3 ± 17,5 e 226,6 ± 37,3 

% de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significante em relação ao 

grupo PBStis; p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).

Comparados em blocos, em relação a ACh, todos os dados dos grupos PBStó, cz3o com 

TxAtó. cz30 (Fig. 36 C) foram estatisticamente diferentes (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional), inclusive em relação ao controle correspondente (PBSpô) e aos grupos 

PBStó e TxAtó, respectivamente. Comparado os grupos PBStis, cz30 e TxAtis, cz3o (Fig. 37 

C), todos os dados em blocos, apresentaram diferenças significantes estatisticamente 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional), exceto o grupo PBSpis com o PBStis, cz3o- Comparados 

(PBStis, cz30 e TxAtis, cz3o) aos grupos PBStis e TxAtis, respectivamente, diferiram 

estatisticamente (p<0,05; ANOVA Bidimensional).

A EC50 17,6 mM de K+ mas não a EC50 1,5 pM de ACh para o grupo TxAtó. cz30, 

diferiu da EC50 do grupo correspondente de TxAtó- Da mesma forma, a EC50 de 18,3 mM 

de K mas não a EC50 34,0 pM de ACh para o grupo TxAtis. cz3o, diferiu de forma 

significativa quando comparada a EC50 do grupo correspondente de TxAtis (ver Tabela 

13).
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Fig. 36 - Atividade do OECz 30 mg/kg nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-

a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM).
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Fig. 37 - Atividade do OECz 30 mg/kg nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta;

B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). ^Signifícância em relação ao grupo
0

PBSpi8; Signifícância em relação ao grupo PBSTi8 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 38. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais de animais 

pré-tratados com OECz (nas doses de 1 ou 30 mg/Kg) e expostos ao PBS ou a TxA. *Significância em 

relação ao grupo PBSP6; Significância em relação ao grupo PBST6; Significância em relação ao grupo PBSpis;
C cSignificância em relação ao grupo PBStis; Significância em relação ao grupo TxAt18 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 38. B - Amplitudes médias das respostas máximas a ACh dos segmentos intestinais de animais pré-tratados 

com OECz (nas doses de 1 ou 30 mg/Kg) e expostos ao PBS ou a TxA. *Significância em relação ao grupo

PBSP6; fiSignificância em relação ao grupo PBSPi8; BSignificância em relação ao grupo PBST6;CSignificância em relação ao 

grupo PBSTi8; cSignificâneia em relação ao grupo TxATi8 (p<0,05; ANOVA com contraste).
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TABELA 13:
MÉDIAS DAS EC50 DOS GRUPOS TRATADOS COM O ÓLEO ESSENCIAL DO

Croton zehntneri (30mg/Kg)

*Signifícância em relação ao grupo PBSP6; ^Signifícância em relação ao grupo PBST6; bSignificância em 
relação ao grupo TxAT6; ^Signifícância em relação ao grupo PBSPi8; cSignifíeância em relação ao grupo 
PBST]8; cSignifícância em relação ao grupo TxAt18; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (|1M)
PBSp6 22,738 ±1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBStô 20,627 ± 1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ±1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStó,CZ30 19,137 ±1,082 (n=8) 1,728 ± 1,155 (n=6)
TxAtó,cz30 b17,631 ± 1,077 (n=7) 1,468 ± 1,452 (n=6)

PBSp18 17,655 ± 1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAt18 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBStí8,CZ30 22,979 ± 1,124 (n=3) 1,154 ± 1,619 (n=5)
TxAtí8,CZ30 C18,267 ± 1,242 (n=3) *34,080 ± 1,250 (n=4)
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4. Participação do sistema nervoso entérico (SNE) no efeito da TxA do C. 

difficile sobre a contratilidade intestinal.

4.1 Efeito do hexametônio na depressão da contratilidade intestinal 

induzida pela TxA do C. difficile.

Os segmentos intestinais de animais pré-tratados com hexametônio (HEX) e expostos 

ao PBS ou a TxA durante 6 h (grupos PBStó, hex e TxAtó. hex, respectivamente) 

apresentaram amplitudes médias das movimentações espontâneas que foram 156,7 ± 15,2 e 

183,8 ±15,1 % do controle (PBSpô; Tabela 1) e dele diferiram significantemente (p < 

0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls; Fig. 39 A). Nos grupos PBStis, hex e TxAtis, hex 

(18 h de exposição a TxA) as amplitudes médias das movimentações espontâneas que 

foram 93,0 ± 44,9 e 37,2 ± 4,4 %, do controle correspondente (PBSpis; Tabela 1) e dele 

diferiu (foi menor) significativamente o grupo TxAtis, cz3o (Fig. 40 A). Em relação aos 

grupos PB St e TxAt, PBStó, hex e TxAtó, hex foram 127,9 ± 12,4 e 226,7 ± 18,6 %, 

respectivamente de PBStó e TxAtó (Tabela 1; alteração significante em relação ao grupo 

TxAtó; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e PBStis, hex e TxAtis, hex foram

162.1 ± 78,3 e 173,9 ± 20,5 %, respectivamente de PBStis e TxAtis (Tabela 1; alterações 

não significantes).

As respostas contráteis a estimulação com diferentes concentrações dos dois agonistas 

(K+ e ACh), nos grupos PBStó, hex e TxATó, hex (Fig. 39 B e C) e PBStis, hex e TxAtis, hex 

(Fig. 40 B e C) foram de uma maneira geral de amplitude maior ou menor do que nos
X 

respectivos controles (PBSpô e PBSpis).

Quando comparada às amplitudes médias das respostas máximas ao K+ (Fig. 41 A), 

TxAtó, hex foi 132,7 ± 6,1 e 142,2 ± 6,5 % de PBSpô e TxAtó, respectivamente (Tabela 2; 

alterações significantes; p < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e TxAtis. hex foi

120.1 ± 24,4 e 311,2 ± 63,3 % de PBSpis e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alteração 

significativa em relação ao grupo TxAtis; p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls). 

Em PBStó. hex a resposta máxima ao K+ foi 116,1 ± 8,7 e 116,2 ± 8,7 % de PBSpô e PBStó, 

respectivamente (Tabela 2; alterações não significantes) e em PBStis. hex foi 130,1 ±28*7 

e 262,8 ± 58,1 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alteração significativa 

em relação ao grupo PBStis; p á 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls).
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Comparados em blocos, em relação ao K’, todos os dados dos grupos PBStó. hex com 

TxAtó, hex (Fig. 39 B) apresentaram diferenças significativas entre si e em relação ao 

controle correspondente (PBSpó). Também quando comparados aos grupos PBStó e TxAtó, 

respectivamente, diferiram significantemente (p<0,05; ANOVA Bidimensional). 

Comparados em blocos os grupos PBStis, hex com TxAtis, hex (Fig. 40 B) não diferiram 

entre si, mas foram significantemente diferentes (maiores) do controle correspondente 

(PBSpis).

As respostas máximas à estimulação com ACh (Fig. 41 B) nos grupos TxAtó, hex e 

TxAtis, hex foram 115,1 ± 7,8 e 71,8 ± 12,6 % daquela no grupo PBSpó e PBSpis, 

respectivamente (Tabela 2; alterações não significativas) e 155,1 ± 10,5 e 254,6 ± 44,7 % 

de TxAtó e TxAtis, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes; p < 0,05; 

ANOVA, Student-Newman-Keuls). No grupo PBStó, hex a resposta a ACh foi 101,2 ± 9,5 

e 76,4 ± 7,1 % de PBSpó e PBStó, respectivamente (Tabela 2; alterações significantes em 

relação ao grupo PBStó; p 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls) e em PBStis, hex foi 

73,8 ±16,1 e 157,4 ± 34,3 % de PBSpis e PBStis, respectivamente (Tabela 2; alterações 

não significantes).

Comparados em blocos, em relação a ACh, todos os dados dos grupos PBStó. hex com 

TxAtó, hex (Fig. 39 C) foram estatisticamente diferentes, exceto quando comparado o 

grupo PBSpó com PBStó, hex (p<0,05; ANOVA Bidimensional). Em relação aos grupos 

PBStó e TxAtó, respectivamente também apresentaram diferenças significativas. 

Comparado os dados em blocos do grupo PBStis, hex com TxAtis, hex (Fig. 40 C) não 

houve diferenças significantes estatisticamente, no entanto ambos diferiram (foram 

menores) do grupo PBSpis e (foram maiores) dos grupos PBStis e TxAtis, respectivamente 

(p<0,05; ANOVA Bidimensional).

A EC50 20,7 mM de K mas não a EC50 1,4 pM de ACh para o grupo TxAtó, hex 

diferiu da EC50 do grupo correspondente de TxAtó. Já as EC50 de 18,1 mM de K! e 1,6 pM 

de ACh para o grupo TxAtis. hex diferiram de forma significativa quando comparadas as 

EC50 dos grupos correspondentes de TxAtis (ver Tabela 14).

/
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Fig. 39 - Atividade do hexametônio nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 6 h de exposição a TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração-resposta; B, quantificação 

(média ± epm) das amplitudes pico-a-picò das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico- 

a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). *Significância em relação ao grupo PBSP6; (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 40 - Atividade do hexametônio nos efeitos induzidos sobre a contratilidade intestinal em 18 h de exposição à TxA.

A, amplitude média (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva 

concentração-resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5- 

120 mM); C, quantificação (niédia ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM). 

#Significância em relação ao grupo PBSPi8; (p<0,05; ANOVA com contraste).
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Fig. 41. A - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ dos segmentos intestinais de animais 

pré-tratados com hexametônio e expostos ao PBS ou a TxA. "Significância em relação ao grupo PBSPi8;

*Significância em relação ao grupo PBSP6; bSignificância em relação ao grupo TxAT6; cSignificância em relação ao grupo 

PBST18: cSignificância em relação ao grupo TxATi8 (p<0,05; ANOVA com contraste).



B

Fig. 41. B - Amplitudes médias das respostas máximas a ACh dos segmentos intestinais de animais pré-tratados com 

hexamatônio e expostos ao PBS ou a TxA. *Signifícância em relação ao grupo PBSP6; #Significância em relação ao grupo 

PBSP18; BSignificância em relação ao grupo PBST6;bSignificância em relação ao grupo TxAT6; cSignificâneia em relação ao grupo TxAt18 

(p<0,05; ANOVA com contraste).
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TABELA 14:
MÉDIAS DAS EC5o DOS GRUPOS TRATADOS COM HEXAMETÔNIO

*Signifícância em relação ao gmpo PBSP6; “Signifícância em relação ao gmpo PBStô', bSignifícância em 
relação ao gmpo TxATs; #Significância em relação ao gmpo PBSPig; Signifícância em relação ao gmpo 
PBStis; cSignificância em relação ao gmpo TxAT]8; p<0.05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (pM)
PBSpô 22,738 ± 1,159 (n=8) 1,255 ± 1,302 (n=6)
PBST6 20,627 ±1,145 (n=7) 4,259 ± 1,357 (n=7)
TxAtó 34,765 ±1,118 (n=7) 1,399 ± 1,726 (n=6)

PBStô,hex 23,763 ± 1,145 (n=10) 2,244 ± 1,382 (n=ll)
TxAtó,hex b20,691 ± 1,114 (n 9) 1,421 ± 1,267 (n=9)

PBSpis 17,655 ±1,186 (n=7) 2,802 ± 1,740 (n=6)
PBStis 23,186 ± 1,113 (n=9) 1,960 ± 1,561 (n=10)
TxAtí8 39,423 ±1,168 (n=8) 9,651 ± 1,580 (n=7)

PBSt18,HEX 18,880 ± 1,252 (nó) 0,759 ± 2,268 (n=3)
TxAt18,HEX c18,072 ± 1,127 (n=5) 1,612 ± 1,768 (n=6)
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4.2 Efeito do hexametônio na resposta contrátil intestinal à estimulação 

elétrica seletiva do SNE.

Para determinar a participação do sistema de receptores colinérgicos nicotinicos na 

resposta contrátil à estimulação seletiva do sistema nervoso entérico, em presença e 

ausência de hexametônio realizamos a aplicação de trens de pulsos com freqüência e 

duração de pulsos apropriados para estimular neurônios, mas não células musculares lisas 

(vide materiais e métodos). Além disso, nas mesmas preparações, em presença e ausência 

de hexametônio, realizamos a estimulação com K+ (60 mM) e com ACh (100 pM). Esses 

protocolos foram realizados em alças expostas a TxA ou ao PBS provenientes de animais 

em que segmentos foram expostos a TxA por 6 horas.

Nos grupos PBStó e TxAtó, em presença de 0,5 mM de hexametônio, a amplitude 

média da contração em resposta a um trem de estímulos de efeito sub-maximal foi 37,9 ±

15,5 (8) e 7,4 ± 7,4 (8) %, respectivamente, dos controles (grupos PBStó (7,01 ± 1,62 g 

(8)) e TxAtó (5,81 ± 0,62 g (8) em ausência de hexametônio; Fig. 42) e deles diferiram 

signifícativamente (p < 0,05, ANOVA, Teste de Bonferoni). A diferença entre os grupos 

PBStó e TxAtó, em presença de hexametônio, também o foi (p < 0,05, ANOVA, Teste de 

Bonferoni). Nos grupos PBStó e TxAtó (das mesmas preparações da determinação 

anterior) em presença de 0,5 mM de hexametônio, a amplitude média da contração em 

resposta ao estímulo com K+ (60 mM) foi 100,7 ± 19,5 (8) e 86,2 ± 9,0 (8) % e com ACh 

(100 pM) foi 113,2 ± 20,9 (5) e 108,7 ± 27,8 (5) das respectivas respostas aos trens de 

estímulo nos controles (PBStó (7,01 ± 1,62 (8)) e TxAtó (5,81 ± 0,62 g (8)) em ausência de 

hexametônio; Fig. 42) e deles não diferiram significantemente, bem como também não o 

foram entre si (ANOVA, Teste de Bonteroni). Ainda nos grupos PBStó e TxAtó, e nas 

mesmas preparações das determinações anteriores, após a lavagem do hexametônio (60 

min) houve recuperação da resposta ao estímulo elétrico, que foi 60,6 ± 10,7 (4) e 111,8 ± 

8,6 (4) %, respectivamente, do valor da resposta no respectivo trem de estímulo dos 

controles (Fig. 42). As amplitudes médias das contrações em resposta ao estímulo com K 

(60 mM), após lavagem do hexametônio, nos grupos PBStó e TxAtó, foram 162,9 ± 30,2 

(4) e 86,0 ± 12,2 (4) %, respectivamente, e para ACh (100 pM) foram 139,7 ± 5,7 (5/e

131,4 ± 16,7 (5) %, respectivamente, dos valores em presença de hexametônio, não tendo 
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havido diferença estatisticamente significante em relação a esses valores (ANOVA, Teste 

de Bonferoni).



16 ->

Fig. 42 - Efeito do hexametônio nas contrações induzidas por estimulação elétrica direta nos segmentos intestinais 

de animais expostos por 6 h ao PBS ou a TxA . aSignificância estatística em relação a resposta ao estímulo submaximal no 

grupo PBST6 na ausência de hexametônio; bSignificância estatística em relação a resposta ao estímulo submaximal no grupo TxAT6 na 

ausência de hexametônio; cSignificância estatística em relação a resposta ao estímulo submaximal no grupo PBST6 na presença de 

hexametônio (p<0,05; ANOVA, Teste de Bonferoni).
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5. Efeito da TxA do C. difficile na contratilidade de tiras circular intestinal

Para caracterizar os efeitos da TxA (lpg / segmento) na contratilidade, do músculo 

circular de segmentos ileais usou-se um protocolo similar àquele usado para o músculo 

longitudinal. Alças isolados em um mesmo animal, ainda vivo, foram, durante 6 horas, 

duas expostas a TxA e duas outras apenas ao PBS (controle interno). Em seguida o animal 

foi sacrificado e os segmentos dessas alças foram montados in vitro para estudo da 

contratilidade. Os grupos de experimentos realizados em íleos provenientes desses animais 

e que foram expostos a TxA ou ao PBS por 6 h foram, como no caso do músculo 

longitudinal, designados TxAtó e PBStó, respectivamente. Em outro conjunto de animais, 

todas as alças isoladas em um dado animal foram expostas apenas ao PBS e o grupo de 

experimentos em segmentos de alças provenientes desses animais foi designado PBSpó.

Experimentos //? vitro realizados com os segmentos intestinais a partir destes grupos 

mostraram uma depressão da contratilidade, evidenciada nos parâmetros movimentação 

expontânea e na comparação em bloco das respostas ao K e a ACh. (Fig. 43 A, B e C).

Em relação à amplitude média da movimentação espontânea (Fig. 43 A), os valores 

desse parâmetro nos grupos PBStó e TxAtó foram 47,4 ± 15,5 e 34,6 ± 5,2 %, 

respectivamente, do correspondente valor em PBSpó (Tabela 15). Assim, PBSpó foi maior 

que PBStó e PBStó foi maior que TxAtó- Essas alterações da movimentação espontânea 

foram estatisticamente significantes (p < 0,05; ANOVA, teste de Student-Newman-Keuls).

Em relação à amplitude média das respostas máximas ao K’ (Fig. 44), os valores desse 

parâmetro nos grupos PBStó e TxAtó foram 84,6 ± 15,4 e 68,0 ± 8,8 %, respectivamente, 

do correspondente valor em PBSp6 (Tabela 16). Essas alterações da resposta máxima ao 

K não foram estatisticamente significantes (p < 0,05; ANOVA, teste de Student-Newman- 

Keuls). Quando o conjunto de todas as amplitudes das respostas contrateis às diferentes 

concentrações de K do grupo TxAtó foi comparado com o conjunto dessas respostas no 

grupo PBStó (comparação em bloco), houve diferença estatisticamente significante (p < 

0,05; ANOVA Bidimensional). Também foram estatisticamente significantes (p<0,05; 

ANOVA Bidimensional) as respostas contráteis ao K nos grupos TxAtó e PBSpó, mas não 

para os grupos PBStó e PBSpó, quando comparados todos em bloco. (Fig. 43 B)
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Em relação à amplitude da resposta máxima à ACh (Fig. 44), os valores desse 

parâmetro nos grupos PBStó e TxAtó foram 75,7 ± 12,6 e 66,8 ± 14,8 %, respectivamente, 

do correspondente valor em PBSpc (Tabela 16). De maneira similar ao que ocorreu em 

relação à resposta máxima ao K+, essas alterações da resposta máxima à ACh não foram 

estatisticamente significantes (p < 0,05; ANOVA, teste de Student-Newman-Keuls). A 

comparação em bloco das amplitudes das respostas contrateis à ACh entre os grupos 

TxAtó e o grupo PBStó mostrou diferença estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional). Também houve diferença estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA 

Bidimensional) para a comparação em bloco das respostas contráteis à ACh entre os 

grupos TxAtó e PBSpô mas não para os grupos PBStó e PBSpô (Fig 43 C).

Em relação à EC50 de K+ para resposta contrátil (Tabela 17), os valores desse 

parâmetro nos grupos PBStó e TxAtó foram 29,5 e 24,4 mM, respectivamente, e não 

diferiram significantemente (ANOVA, teste de Student-Newman-Keuls) entre si nem do 

correspondente valor em PBSpô (controle: 19,0 mM). Em relação à EC50 de ACh para 

resposta contrátil (Tabela 17), os valores desse parâmetro nos grupos PBStó e TxAtó 

foram 6,0 e 5,9 pM, respectivamente, e não diferiram significantemente (ANOVA, teste de 

Student-Newman-Keuls) entre si nem do correspondente valor em PBSpô (controle: 1,3 

pM).



A B C

KCI (mM) ACh (pM)

Fig. 43 - Alteração da contratilidade de tiras circular intestinal induzida em 6 h de exposição à TxA.

A, amplitude (média ± epm) das movimentações espontâneas registradas antes do início de cada curva concentração- 

resposta; B, quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por K+ (7,5-120 mM); C, 

quantificação (média ± epm) das amplitudes pico-a-pico das contrações induzidas por ACh (0,1-300 pM); *Signifícância em 

relação ao grupo PBSP6 (p<0,05; ANOVA com contraste).
CZIo
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Fig. 44. - Amplitudes (média ± epm) das respostas máximas ao K+ e à ACh em tiras circular 

intestinal expostos ao PBS ou a TxA por 6 h.
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TABELA 15:
MOVIMENTAÇÃO ESPONTÂNEA DO MÚSCULO CIRCULAR

* Significância em relação ao grupo PBSP6; p<0,05; ANOVA com contraste.

TRATAMENTO AMPLITUDE MÉDIA (g)
PBSpó 0,468 ± 0,0916 (n= 16)
PBStó *0,222 ± 0,072 (n=15)
TxAtó *0,162 ± 0,024 (n=15)

TABELA 16:
AMPLITUDES MÁXIMAS DO MÚSCULO CIRCULAR

TRATAMENTO KC1 (g) ACh (g)
PBSP6
PBStó

TxAtó

1,915 ±0,301 (n=8)
1,621 ±0,294 (n=14)
1,302 ±0,169 (n=19)

1,374 ±0,196 (n=8)
1,041 ± 0,173 (n=10)
0,918 ± 0,204 (n=14)

TABELA 17:
MÉDIAS DAS EC5o DO MUSCULO CIRCULAR

TRATAMENTO KC1 (mM) ACh (jiM)
PBSpó 19,005 ± 1,238 (n=8) 1,308 ± 1,418 (n=7)
PBStó 29,569 ± 1,207 (n=12) 6,012 ± 1,857 (n=7)
TxAtó 24,417 ± 1,134 (n=19) 5,911 ± 1,737 (n=6)
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DISCUSSÃO

1. Principais Descobertas

O presente estudo demonstra que a TxA do Clostridium difficile apresenta um efeito 

depressor sobre a contratilidade intestinal, que é de curso temporal bifásico. Esse efeito é 

inicialmente estimulante e posteriormente depressor de três parâmetros da contratilidade 

intestinal: a movimentação espontânea e as respostas contráteis à acetilcolina e a altas 

concentrações de K+. O efeito depressor, que é o mais duradouro, foi verificado tanto em 

músculo longitudinal quanto em músculo circular. Essas observações do curso temporal 

bifásico, bem como o do efeito sobre a contratilidade com pequenas concentrações de TxA 

(1 pg/mL/alça), comparadas com aquelas previamente utilizadas, conforme disponível na 

literatura [60 pg/mL/alça (Gilbert e cols., 1989) ou 200 pg/mL/alça (Burakoff e cols. 1995) 

], são originais.

O presente estudo também demonstra que agentes antitinflamatórios, um agente 

bloqueador ganglionar, o hexametônio e um óleo essencial de planta nativa do Nordeste, o 

Croton zehntneri, protegem o íleo do efeito modificador da contratilidade da musculatura 

lisa longitudinal e circular induzida pela toxina A. Essas descobertas também são originais.

2. Características do Efeito

Estudos anteriores objetivando caracterizar os efeitos da TxA sobre a contratilidade do 

músculo liso intestinal foram realizados por Gilbert e cols. (1989), Burakoff e cols. (1995) 

e Percy e cols. (1998). Gilbert e cols. (1989), usando uma concentração de 60 pg/mL/alça 

isolada de TxA demonstraram que essa toxina induz o aumento da atividade mioelétrica 

ileal responsável pela movimentação espontânea do músculo circular, porém esses 

resultados só foram encontrados em experimentos em que a TxA foi administrada in vivo e 

não in vitro. Burakoff e cols. (1995) mostraram que a TxA (200 pg/mL) aumenta 

significativamente, de 1 até 6 h, a freqüência de “rajadas” de potenciais de ação 

responsáveis pela movimentação dos músculos longitudinal e circular de coelhos com o 

pico do aumento ocorrendo entre 2 e 3 h e depois diminuindo progressivamente. Percy e 

cols. (1998) utilizaram a TxA (100 pg/mL) e encontraram dois diferentes efeitos 

promovidos por essa toxina, administradas in vitro na muscularis mucosae\ aumento na 
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frequência das movimentações espontâneas seguida de uma pequena mas significante 

contração e ainda diminuição na amplitude de resposta contrátil à altas concentrações de 

I< e à ACh. Nesse estudo Percy e cols. (1998) documentaram que a TxA atua apenas sobre 

a tmisculciris mucoscie, camada essa que é a única camada muscular que apresenta 

receptores para TxA. Essas descobertas documentadas na literatura são coerentes com 

aquelas documentadas no presente estudo.

Gilbert e cols. (1989) demonstraram que a TxA aumenta a movimentação espontânea 

da musculatura circular de íleos de coelhos, por aumentar a amplitude da onda lenta 

intestinal. Gilbert e cols. (1989) usaram um protocolo diferente daquele usado neste 

estudo, pois expuseram os segmentos de íleo a concentrações de TxA bem mais altas (60 

pg/mL/segmento) durante 2 h, em seguida ligaram os pedículos renais e lavaram os 

segmentos intestinais isolados durante 2 h com solução nutridora para, ao fim desse 

período, sacrificar o coelho e medir a atividade elétrica e a movimentação espontânea do 

músculo circular ileal. Apesar das diferenças de protocolos, os achados do presente estudo 

são largamente coerentes com os de Gilbert e cols. (1989) e com os de Percy e cols. 

(1998). O surpreendente no presente estudo é que se tenha obtido efeitos tão conspícuos 

com dose tão pequena de TxA, em tempo tão reduzido quanto 2 h, dose e tempo esses bem 

menores do que aquelas empregadas nos estudos anteriores. É também interessante 

observar que nos experimentos de Burakoff e cols. (1995) o aumento da atividade 

mioelétrica induzida pela TxA foi máxima entre 2 e 3 h e depois decai progressivamente, 

em um tempo de observação de 6 h para valores próximos ao controle, uma característica 

de efeito que apresenta similaridade com os nossos dados. Os tempos de 2 e 6 h para 

estabelecimento de efeito estimulante e depressor, respectivamente, da contratilidade 

intestinal, são também pequenos comparados com aqueles dos estudos de Menezes (2002) 

que demonstraram que são necessários tempos de exposição à TxA superiores a 6 h para 

que haja significativa indução de aumento de secreção intestinal pela TxA.

Outra importante característica do efeito da TxA é que ele provavelmente apresenta 

um componente local, nas alças expostas à TxA, e outro sistêmico, que afeta as alças 

intestinais vizinhas às àquelas expostas à TxA. Essa hipótese è sugerida pelo fato de nos 

animais que sofreram o mesmo tratamento cirúrgico daqueles que foram expostos à TxA, 

sem que nenhuma de suas alças intestinais ligadas tenha sido exposta à toxina, não houve 

depressão da contratilidade (como mostrado pela comparação entre os vários parâmetros 

em animais que sofreram cirurgia (grupos PBSp2, PBSpg, e PBSpis,) e aqueles que foram 

diretamente sacrificados sem passarem pela etapa cirúrgica (grupo SC)). Mas, nos animais 
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em que algumas alças foram expostas a TxA, nas alças intestinais expostas apenas ao PBS 

houve um efeito de depressão da contratilidade intestinal, que foi significante, embora essa 

depressão tenha sido menor do que aquela observado em alças diretamente expostas à TxA 

(como evidenciado pela comparação entre os grupos PBSpis, PBStis e TXAtis).

3. Mecanismos de Ação

3.1. O Mecanismo Contrátil Afetado

Para as preparações, tanto de segmentos diretamente expostos à TxA, como daqueles 

vizinhos que foram expostos apenas ao PBS, houve depressão da movimentação 

espontânea, e da resposta contrátil ao Kr e à ACh . Algumas hipóteses concernentes a 

mecanismo de ação são sugeridas por esses fatos.

Uma importante hipótese é que a TxA atua também por mecanismo sistêmico, no 

sentido de que atua em alças não diretamente expostas a ela (efeito sistêmico, como 

designamos em resultados). Várias vias de atuação podem ser sugeridas para 

estabelecimento desse componente sistêmico da atuação: vias neurais, vias endócrinas, via 

mediadores inflamatórios, via miogênica.

A via miogênica é sugerível como meio de propagação do componente indireto por ser 

o músculo liso ileal longitudinal um sincício funcional (Kellow, 1996). Contudo, 

considerando-se o protocolos experimental utilizado, essa via é altamente improvável, pois 

as extremidades das alças foram delimitadas por ligadura, o que impede a propagação da 

atividade elétrica de uma alça ligada para outra através do sincício muscular.

Pela mesma razão, pode-se considerar improvável a propagação da atividade de alça a 

alça pelo componente intramural do plexo entérico. No entanto, devido aos efeitos do 

hexametônio, há que se postular uma importante participação do sistema nervoso nos 

efeitos depressivos da contratilidade intestinal promovida pela TxA. Muito provavelmente 

esse efeito envolve a participação de uma via nervosa que possa conectar as alças expostas 

à TxA com aquelas expostas apenas ao PBS. A divisão simpática e/ou parassimpática do 

sistema nervoso autônomo são os candidatos naturais a exercerem esse papel.

A participação da via mediadores inflamatórios foi pesquisada no presente estudo. 

Para se demonstrar a sua participação faz-se necessária à demonstração de que há reação 

inflamatória com liberação de mediadores inflamatórios, identificação desses mediadorese 

demonstração da participação dos mesmos.



156

Estudos de Lima e cols. (1989), demonstraram que já a partir das 2 h iniciais após a 

injeção da TxA em alças intestinais de coelho, há uma significativa infiltração de células 

mononucleares e uma potente secreção intestinal. Outros pesquisadores desse mesmo 

grupo mostraram que esta secreção vem acompanhada por uma excessiva reação 

inflamatória, as quais foram bloqueadas por alguns agentes antiinflamatórios (Fang e cols. 

1994; Fonteles e cols, 1995). Essa resposta inflamatória da TxA envolve a liberação de 

vários mediadores com destaque para os mediadores lipídicos (prostaglandinas e 

leucotrienos) e citocinas como TNF-cç e interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) (Triadafdopoulos 

e cols. 1987a; Triadafdopoulos e cols. 1989; Linevsky e cols. 1990; Miller e cols. 1990; 

Ribeiro e cols. 1991; Rocha, 1994; Mahida e cols. 1996; Rocha e cols. 1997; Souza e cols. 

1997; Rocha e cols. 1998).

No presente estudo foram utilizados bloqueadores da síntese e liberação desses 

mediadores, quais sejam dexametasona, bloqueador de múltiplas vias da cascata de reações 

do processo inflamatório (Auphan e cols. 1995 e Wilckens e de Rijk, 1997, Goodman e 

Gilman, 1996 e Wilckens e de Rijk, 1997), quinacrina, bloqueador de fosfolipase A2 

(Struhar e cols. 1992), indometacina, bloqueador de ciclooxigenase (Higgs e Vane, 1983), 

celecoxibe, bloqueador de COX-2 (Alcântara e cols., 2001), motelucaste sódico, 

bloqueador de leucotrienos (Keam e cols. 2003), talidomida e pentoxifilina, bloqueadores 

da síntese de TNF-a (Sampaio e cols. 1991 ; Moreira e cols. 1993; LeMay e cols. 1990;

Schandené e cols. 1992; Tilg e cols. 1993). A grande maioria desses fármacos oferece 

proteção contra a depressão da contratilidade promovida pela TxA, como discutiremos em 

mais detalhes logo abaixo, o que demonstra a participação da via mediadores 

inflamatórios. Essa descoberta está em coerência com os dados de outros estudos que 

demonstraram a importância dos fenômenos inflamatórios na alteração, dos processos 

sécretórios intestinais promovidas pela TxA.

Outro dado com implicações concernentes a mecanismo de atuação é que a TxA 

inicialmente amplificou e depois deprimiu as resposta contráteis à ACh e ao K . Xia e 

cols. (2000) demonstraram que a TxA administrada in vitro, nas dezenas de minutos 

iniciais que se seguem à sua administração no banho, atua diretamente nos neurônios 

entéricos de intestino de cobaia, promovendo aumento da excitabilidade desses neurônios, 

com aparecimento de atividade espontânea, e inibindo a transmissão noradrenérgica 

inibitória. Como essas duas ações resultam, ao nível do músculo liso efetor, em aumento 

da contratilidade, torna-se fácil explicar o aumento da contratilidade nos momentos iniciais 

da exposição do íleo à toxina, como aquele observado neste estudo, com 2 h de atuação da
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TxA, e em outros estudos (Percy e cols., 1998). No caso da depressão da contratiliade ileal, 

ela foi mais acentuada para a resposta ao neurotransmissor. Como a resposta contrátil ao 

K não depende de receptores de membrana para neurotransmissores e autacoides, 

concluímos que parte do bloqueio da resposta à ACh foi por via inespecífica em relação a 

esses receptores de membrana, talvez por bloqueio do acoplamento excitação-contração 

e/ou outros efeitos sobre as etapas intracelulares do mecanismo da contração (interação das 

proteínas contrateis; sensibilidade das proteínas contráteis à [Ca*+] no mioplasma, 

compartimentação do Ca intracelular, etc.). Nesse componente inespecifico (em relação a 

receptores da membrana sarcoplasmática para neurotransmissores) do bloqueio da 

contração possivelmente estão, portanto, envolvidas uma ou muitas das várias etapas da 

cascata de reações químicas e de processos de compartimentação do Ca++ envolvidos no 

controle da contração do músculo liso (Rembold, 1996). Parte do bloqueio à ACh parece 

ter sido específico para o acoplamento farmacomecânico. Muitas hipóteses podem ser 

aventadas para explicar esse componente específico. Como a presença da toxina nas alças 

leva o animal a uma situação prolongada de hiperestimulação dos neurônios entéricos e 

dos efetores, e a um bloqueio do sistema adrenérgico e/ou essa hiperestimulação 

prolongada pode levar a uma fadiga do sistema colinérgico e/ou dos efetores como 

diminuição da contratilidade. Essa fadiga, ao nível simpático, poderá envolver uma 

regulação inibitória (down regulation) ou dessensibilização dos receptores colinérgicos 

(Krivor e Willis, 1956; Ginsborg e Guerrero, 1964; Kuba e Minota, 1986). Está 

documentado na literatura que a TxA não apresenta efeito direto sobre as células 

musculares lisas dos músculos circular e longitudinal (Burakoff e cols., 1995) Assim, 

tornam-se hipóteses também atraentes aquelas que incluem a mediação de células 

imunológicas, através dos mediadores e autacoides por elas liberadas .

3.2. Participação de Mediadores Inflamatórios

Muitos estudos têm demonstrado que a TxA do Clostridium difficile induz seus efeitos 

intestinais decorrente de mecanismos indiretos, mediados em parte através da estimulação 

de células residentes, particularmente macrófagos, com conseqüente síntese e liberação de 

seus mediadores inflamatórios (Soares e cols. 1991; Rocha e cols. 1997; Souza e cols.
-í

1997 e Rocha e cols. 1998). Dentre esses potentes mediadores inflamatórios envolvidos na 

atividade enterotóxica (secreção de fluidos, lesão morfológica e infiltrado inflamatório) 

atribuída a TxA podemos destacar: PGs (PGE?), LTs (LTB4 e LTC4) e citocinas (IL-1 e
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TNF-a) dentre outros como o PAF, NO e HA (Triadafilopoulos e cols. 1987a; 

Triadafilopoulos e cols. 1989; Linevsky e cols. 1990; Miller e cols. 1990; Burakoff e cols. 

1995; Fonteles e cols. 1995; Qiu e cols. 1996; Mahida e cols. 1996). Passos iniciais na 

cascata dessa reação, como as enzimas fosfolipase A2 e as cicloxigenases (principalmente a 

induzivel: COX-2), também estão envolvidas na mediação da secreção aumentada de água 

e eletrólitos e resposta inflamatória induzida pela TxA (Fang e cols. 1994; Alcântara e cols. 

2001).

Baseado na relevância desses achados foi elaborado o rastreamento farmacológico 

utilizado no presente estudo, na tentativa de se investigar se um ou mais desses produtos 

estaria envolvido com os efeitos da TxA sobre a contratilidade intestinal

O glicocorticóide (dexametasona), utilizado por ser um bloqueador da transcrição do 

RNA mensageiro de determinadas citocinas (ex: TNF-ct, IL-1 e IL-8) impedindo dessa 

forma a síntese e consequentemente a liberação dessas citocinas por macrófagos (Auphan e 

cols. 1995 e Wilckens e de Rijk, 1997), por ter atividade inibitória (através da produção de 

lipocortina) sobre a produção dos derivados do ácido aracdônico e fosfolipase A2 

(Goodman e Gilman, 1996 e Wilckens e de Rijk, 1997) e por haver apresentado potente 

inibição aos efeitos da TxA na contratilidade intestinal, sugere enfaticamente a 

participação de todos ou de parte dos mecanismos inflamatórios, que são bloqueáveis por 

esse glicocorticóide.

Encontramos que em uma exposição de 6 h a TxA, dexametasona já oferece uma 

proteção significativa aos efeitos da toxina na contratilidade ileal, o que é condizente com 

as alterações induzidas por glicocorticóides tomarem-se máximas dentro de 6 h.

Em nossos resultados, a proteção induzida pela dexametasona em preparações 

expostas a TxA durante 6 ou 18 h foi verificável através das comparações dos dados em 

blocos bem como das respostas máximas dos grupos (PBSt, dex, TxAt, dex, PBSt, TxAt e 

PBSp nos respectivos tempos de 6 ou 18 h).

Em 6 h de exposição, a proteção ocorreu tanto para o efeito sistêmico (amplificação da 

resposta a ACh no grupo PBStô) como para o efeito local (depressão da resposta contrátil 

no grupo TxAtó) induzido pela TxA. Em relação ao efeito local, a proteção foi parcial para 

a depressão da resposta ao K e total para a depressão da resposta a ACh, nos respectivos 

grupos TxAtó. Para preparações expostas a TxA durante 18 h, houve proteção total tanto
'i 

para depressão da movimentação espontânea como para o efeito sistêmico (depressão das 

respostas ao K+ e à ACh nos grupos PBStis) e local (depressão das respostas ao K e à 

ACh nos grupos TxAtis) induzidos pela TxA. Além da proteção houve um efeito 
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adicional, ou seja, um aumento da resposta para níveis superiores ao controle (PBSpis), 

para a movimentação espontânea e para as respostas contráteis aos dois agonistas. Esse 

efeito adicional para as respostas contráteis aos dois agonistas sugere uma tendência da 

proteção oferecida pela dexametasona em preparações expostas por 18 h a TxA ser mais 

significante do que em preparações expostas por 6 h, onde o efeito adicional aparece 

apenas na proteção à amplificação da resposta a ACh no grupo PBStó. dex (efeito 

sistêmico). A causa desse efeito adicional da dexametasona não foi investigada no presente 

estudo. É possível sugerir que essa substância atue interativamente com os efeitos da TxA 

ou que ela retarde toda a evolução do curso temporal dos efeitos dessa toxina, de tal 

maneira que os efeitos que normalmente apareceríam com 2 h ficariam procastinados para 

18 h.

Castagliuolo e cols. (2001) mostraram que a TxA não é capaz de induzir aumento da 

síntese e liberação de glicocorticóides endógenos na quantidade necessária para bloquear 

os efeitos da TxA mas a dexametasona administrada em alças intestinais de coelhos 30 

min. antes da TxA (5pg / 0,4 mL) foi capaz de bloquear os efeitos intestinais. Esses 

achados são coerentes com os do presente estudo, onde a administração de glicocorticóide 

exógeno (dexametasona), mas não o endógeno presumivelmente liberado, promoveu 

grande bloqueio dos efeitos da TxA sobre a contratilidade.

Quando a membrana de células inflamatórias é danificada por um agente infeccioso 

como uma toxina bacteriana, por exemplo, frações de fosfolipídeos do tipo ácido 

araquidônico, são liberadas através da atividade da enzima fosfolipase A2, originando 

alguns dos mediadores químicos de origem lipídica (Higgs e Vane, 1983). Assim fez-se 

importante verificar se a quinacrina, um inibidor específico da enzima fosfolipase A2 

(Struhar e cols. 1992), modificaria os efeitos da TxA sobre a contratilidade intestinal.

Semelhante ao que foi feito para analisar a proteção pela dexametasona em 

preparações expostas a TxA durante 6 ou 18 h, foram utilizadas as comparações dos dados 

em blocos bem como das respostas máximas dos grupos (PBSt.qlt- TxAt,qui, PBSt, TxAt 

e PBSp nos respectivos tempos de 6 ou 18 h).

Em segmentos expostos por 6 h a TxA, quinacrina foi capaz de proteger da depressão 

da resposta ao K+ no grupo TxAtó (efeito local) e da amplificação da resposta à ACh no 

grupo PBStó (efeito sistêmico) de forma total, mas não foi capaz de alterar a depressão da 
resposta à ACh no grupo TxAtó- Em 18 h de exposição a TxA. quinacrina não foi tã/ 

eficaz em proteger os efeitos locais e sistêmicos induzidos pela toxina na contratilidade 

intestinal quando protegeu apenas de maneira parcial o efeito local encontrado em resposta 
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tanto ao K quanto à ACh e não foi capaz de alterar o efeito sistêmico para as mesmas 

respostas. Quinacrina além de não ter protegido a depressão das movimentações 

espontâneas induzida pela TxA em 18 h ainda permitiu a depressão das movimentações 

espontâneas dos segmentos vizinhos expostos apenas ao PBS.

Esse resultado, encontrado com a quinacrina, mostrou-se surpreendente devido à 

importância da atividade da fosfolipase A2 na secreção e na lesão intestinal induzida pela 

TxA em alças intestinais como demonstrada em estudos anteriores (Fang e cols. 1994). A 

razão do efeito encontrado com a quinacrina nesse estudo não foi investigada, mas várias 

hipóteses de trabalho podem ser aventadas para explicá-lo, como por exemplo, um efeito 

próprio da quinacrina em deprimir a contratilidade intestinal ou a fosfolipase A2 ser de 

importância secundária nas alterações contrateis induzidas pela TxA. Um efeito próprio da 

quinacrina, depressor da contratilidade intestinal, não seria surpreendente, devido à 

atividade da fosfolipase A2 na contração, já mencionado na introdução.

E sabido que o ácido araquidônico serve como substrato para as enzimas cicloxigenase 

e lipoxigenase relacionadas à síntese de PGs, tromboxanos e LTs (Higgs e Vane, 1983). A 

importante participação desses produtos no processo inflamatório induzido pela TxA, bem 

como o fato de a TxA também ser capaz de induzir a expressão de Cox-2 (Alcântara e 

cols., 2001), tornou relevante o rastreamento da participação de derivados lipídicos, com o 

uso de bloqueadores farmacols.ógicos tais como a indometacina (um inibidor específico da 

enzima cicloxigenase; Higgs e Vane, 1983), o celecoxibe (inibidor específico da COX-2; 

Alcântara e cols., 2001) e o montelucaste sódico (inibidor da lipoxigenase; Keam e cols. 

2003).

A indometacina, foi capaz de bloquear totalmente os efeitos depressores da TxA sobre
4 

a contratilidade intestinal, como demonstrado através da análise das comparações dos 

dados em blocos bem como das respostas máximas dos grupos PBSt, ind, TxAt, ind, PBSt, 

TxAt e PBSp nos respectivos tempos de 6 ou 18 h. A proteção para os efeitos sistêmico e 

local induzidos pela TxA a 18 h, semelhante ao que ocorreu com a dexametasona, também 

foi acompanhada por um efeito adicional, mas somente para as respostas ao K .

É interessante ressaltar que mesmo a indometacina sendo capaz de promover um efeito 

inibitório da síntese de prostaglandinas constitutivas da mucosa (as quais produzem um 

efeito citoprotetor), que leva à indução de quadros de enterocolites (Wallace e cols. 1992 e 

Reuter e cols. 1996), o pré-tratamento de segmentos intestinais com a indometacina foK 

capaz de conferir uma proteção bastante satisfatória da contratilidade intestinal, inclusive à 

depressão da movimentação espontânea induzida pela TxA as 18 h.
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O celecoxibe, similarmente a dexametasona e a indometacina, também bloqueou 

totalmente os efeitos depressores da resposta contrátil ao K e ACh, bem como a depressão 

da movimentação espontânea a 18 h, induzidos pela TxA. O efeito adicional encontrado 

anteriormente também foi visto para o pré-tratamento com o celecoxibe nos efeitos 

sistêmicos sobre a reposta ao K+, tanto para 6 quanto para 18 h de exposição a TxA, e nos 

dois efeitos (local e sistêmico) induzidos pela TxA a 18 h sobre a resposta a ACh.

Os dados desse estudo são coerentes com os de Alcântara e cols. (2001), que 

mostraram que a administração de TxA (20 pg / mL) em alças intestinais de coelhos, é 

capaz de induzir a expressão de COX-2 na população de células da lâmina própria 

(provavelmente macrófagos) como um efeito direto da toxina sobre essas células, já que o 

bloqueio da COX-2 inibiu os efeitos da TxA sobre a contratilidade. Esse efeito 

demonstrado por Alcântara e cols. (2001), no entanto, aumenta os níveis de PGs intestinais 

que em parte medeia o aumento da secreção de água e eletrólitos e a resposta inflamatória 

induzida pela TxA. Esses mesmos autores também constataram que o celecoxibe por ter 

sido capaz de inibir a resposta inflamatória e a injúria epitelial induzida pela TxA, 

decorrente do bloqueio específico da COX-2, pode oferecer uma alternativa à terapia 

antibiótica empregada para reduzir a diarréia e a resposta inflamatória das colites (inclusive 

a pseudomembransosa) do C. difficile, o que também é coerente com dados desse estudo .

Há relato de que o celecoxibe pode apresentar efeito direto sobre o acoplamento 

excitação-contração, aumentando a concentração de Cab+ no mioplasma e a contratilidade 

do músculo liso (Johnson e cols., 2002). De posse dos resultados obtidos e levando em 

consideração o exemplo da indometacina que não interfere na contratilidade, celecoxibe 

provavelmente bloqueou a alteração da contratilidade induzida pela TxA através do seu 

efeito sobre a COX-2 e esse seu efeito sobre o acoplamento excitação-contração apenas 

tenha contribuído para a existência do efeito adicional encontrado nas respostas ao K+ e a 

ACh, como relatado anteriormente. Esse questionamento poderá ser esclarecido 

experimentalmente usando-se outros bloqueadores de COX-2, como o nimesulide e o 

meloxican, (Slattery e cols., 2001), no entanto, essa experimentação não foi realizada no 

presente estudo.

Embora Menezes (2002) tenha mostrado que montelucaste sódico não foi capaz de 

promover uma proteção significativa ao aumento da secreção intestinal induzida pela TxA 

(bloqueio percentual de apenas 32 %), no presente estudo este bloqueou totalmente os 

efeitos da TxA sobre a contratilidade intestinal. Os resultados mostram que montelucaste 

sódico não foi só eficaz em bloquear a depressão das respostas ao K (gmpos TxAtó,mon e 
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TxAtis, mon) e a ACh (grupoTxAns, mon) como também foi eficaz em bloquear totalmente 

a depressão das movimentações espontâneas induzidas a 18 h de exposição a TxA. 

Montelucaste sódico ainda promoveu um efeito adicional semelhante ao celecoxibe nos 

grupos PBST6.mon e TxAtg.mon em resposta ao K . A comparação entre os dados do 

presente estudo e aqueles de Menezes (2002) sugerem que talvez os leucotrienos 

antagonizados pelo montelocauste talvez tenham uma atividade diferente sobre os efeitos 

secretórios da TxA em relação àqueles sobre a contratilidade.

Assim, os resultados dessa série de experimentos envolvendo bloqueadores de 

derivados lipídicos, de uma maneira geral, em corroboração aos achados farmacols.ógicos 

para os efeitos inflamatórios da TxA, demonstraram fortes evidências de que a síntese de 

PGs e LTs esteja envolvida na gênese dos efeitos da TxA sobre a contratilidade intestinal. 

Por outro lado, se esses bloqueadores atuam de forma direta ou indireta na musculatura lisa 

intestinal auxiliando a exacerbação (efeito adicional) da proteção encontrada, ainda não foi 

investigado.

Pentoxifilina, uma droga com propriedades antiinflamatórias relacionadas à redução 

da síntese e liberação de importantes mediadores da resposta inflamatória tais como TNF- 

a, IL-1, IL-6 e IL-2 (LeMay e cols. 1990; Schandené e cols. 1992; Tilg e cols. 1993) e 

talidomida, um inibidor seletivo da produção de TNF-a (Sampaio e cols. 1991 e Moreira e 

cols. 1993) foram utilizadas em nossos protocolos e bloquearam os efeitos da TxA sobre a 

contratilidade intestinal. Esses achados, em corroboração com outros estudos mostrando o 

envolvimento dessas citocinas em várias atividades inflamatórias e edematogênicas 

induzido pela TxA (Rocha, 1997 e 1998; Carneiro-Filho e cols. 2001), sugerem que assim 

como PGs e LTs, essas citocinas, particularmente TNF-a e IL-1, também sejam 

participantes da gênese dos efeitos da TxA sobre a contratilidade- intestinal. Essa 

observação se faz pertinente principalmente para as 18 h de exposição à TxA, onde foi 

encontrado para as duas drogas, um efeito adicional ao bloqueio total dos efeitos sistêmico 

e local em resposta ao K+ e a ACh. Em segmentos intestinais expostos por 6 h à TxA, 

talidomida não foi capaz de exercer qualquer bloqueio ao efeito depressor da contratilidade 

em resposta ao K+ no grupo TxAtó,tal- A causa desse resultado da talidomida em relação 

às exposições por 6h a TxA não foi pesquisada.

Existem trabalhos na literatura mostrando que PGs e TNF-ct podem atuar, de maneira 

autócrina, na gênese de outros mediadores da inflamação resultando na amplificação de 
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suas ações (Schreiber e cols. 1992; Dinarello e Wolff, 1993 e Eberhart e Dubois, 1995). 

Essa hipótese não é incoerente com os dados do presente estudo.

3.3. Participação do Sistema Nervoso Entérico

O presente estudo demonstrou que o bloqueio, pelo hexametônio, da principal via de 

comunicação inter-neuronal do sistema nervoso entérico, a sinapse colinérgica nicotínica 

(Kellow, 1996), protege a contratilidade intestinal contra os efeitos depressores da TxA. 

Essa observação não é surpreendente, posto que jà esteja bem firmada a importante 

participação do sistema nervoso entérico nos fenômenos fisiológicos e fisiopatológicos 

contrateis e secretórios (Goyal e Hirano, 1996), inclusive nas alterações secretórias 

induzidas pela TxA (Goyal e Hirano, 1996).

A demonstração da participação do sistema nervoso entérico na depressão da 

contratilidade promovida pela TxA foi feita mediante a utilização de um agente 

farmacols.ógico, o hexametônio. Como não há na literatura estudos da avaliação da via 

colinérgica nicotínica como modulador da contratilidade do músculo liso ileal de coelho 

após efeito da TxA, fez-se relevante a demonstração de que: i) a transmissão colinérgica 

nicotínica é uma via importante para que a estimulação do sistema nervoso entérico leve à 

contração do músculo longitudinal ileal de coelho e ii) o hexametônio bloqueia as 

contrações originárias primariamente de um funcionamento neuronal, envolvendo a 

transmissão colinérgica nicotínica das sinapses inter-neuronais, e apenas essas contrações, 

ou seja, o hexametônio não bloqueia de maneira significante os receptores colinérgicos 

muscarínicos nem a contratilidade do músculo liso por efeito direto sobre o acoplamento
4 

excitação-contração desse tipo de célula. Julgamos que os resultados do presente estudo 

demonstram esses dois fatos tanto na condição controle quanto nas preparações expostas a 

TxA. Como o hexametônio bloqueou apenas a resposta contrátil à estimulação elétrica, 

mas não bloqueou a resposta ao K+, que estimula diretamente o acoplamento excitação- 

contração da célula muscular lisa, conclui-se que o hexametônio não teve efeito direto 

sobre esse acoplamento nesse tipo de célula. Como, nessas mesmas preparações, o 

hexametônio não interferiu com a resposta contrátil à ACh, conclui-se que o hexametônio 

bloqueou apenas os receptores cols.inérgicos nicotínicos. E interessante observar que nas 

preparações diretamente expostas a TxA (grupo TxAtó) o efeito bloqueador do 

hexametônio para a contração em resposta ao trem de estímulos aumentou. Isso sugere que 

a preparação ficou mais dependente da mediação colinérgica nicotínica para a contração a 
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partir da estimulação do sistema nervoso entérico. A demonstração aqui apresentada de 

que o hexametônio bloqueia totalmente os efeitos de 6 e 18 h de exposição da alça à TxA, 

para os vários parâmetros analisados documentam a importante participação do sistema 

nervoso entérico nos efeitos da TxA. Foi exceção a essa afirmação apenas a comparação 

em bloco das respostas à ACh em TxAtis, dex com PBSpis e TxAtis, em que a exerceu 

proteção apenas parcial. Essa proteção, apesar de haver sido parcial pelo critério estatístico 

adotado (TxAtis signifícantemente maior que TxAtis e menor do que PBSpis), 

quantitativamente foi muito relevante, pois a resposta máxima à ACh em TxAtis, dex foi 

254 % dessa resposta em TxAtis-

O fato de os bloqueadores da síntese e liberação dos mediadores inflamatórios e 

também o hexametônio haver bloqueado as alterações da contratilidade induzidas da TxA 

sugere a hipótese de que esses dois tipos de agentes atuam em série, ou seja, a atuação se 

daria através de uma cascata de fenômenos, cuja interrupção de uma etapa levaria à 

interrupção total ou parcial do efeito resultante ao nível do efetor, o músculo liso.

4 Efeito do óleo essencial do Croton zehntneri sobre as alterações contráteis 

induzidas pela txa do C. difficile

Diversos estudos na literatura têm demonstrado a atividade antiinflamatória de 

diferentes óleos essenciais (Menezes e cols. 1990; Santos e cols. 1997 e Bighetti e cols. 

2000). A atividade antinociceptiva e antiedematogênica do óleo essencial do Croton 

zehntneri (OECz) foi recentemente demonstrada, sendo o OECz mais potente na promoção 

do efeito antiedematogênico que ocorreu com doses iguais ou superiores a 0,3 mg/kg 

(Oliveira, 2001). Os dois efeitos ocorreram com doses muito abaixo da dose tóxica (DL5o = 

3,5g kg) configurando um bom índice terapêutico (Oliveira, 2001 e Oliveira e cols. 2001)

Em nossos experimentos o OECz mostrou ser capaz de promover um bloqueio das 

alterações contráteis induzidas pela TxA. Essa proteção induzida pelo OECz com doses 

muito pequenas (1 e 30 mg/Kg) comparadas à DL50, comprova a sua eficácia e potência em 

um modelo de alteração mórbida onde é muito importante o componente inflamatório. A 

eficácia do efeito protetor do OECz foi determinada através das comparações dos dados 

em blocos bem como das respostas máximas dos respectivos grupos (PBSt, czi, TxAt, czi,
/ 

PBStcz3o, TxAt,cz3o, PBSt, TxAt e PBSp nos respectivos tempos de 6 ou 18 h).

Na dose de 1 mg/Kg OECz foi capaz de bloquear totalmente, em 6 h de exposição a 

TxA, o efeito sistêmico (amplificação da resposta à ACh no grupo PBStô)- Quanto ao 



165

efeito local (depressão da resposta contrátil no grupo TxAtó) OECz 1 mg/Kg bloqueou 

totalmente a depressão das respostas ao K , mas parcialmente as respostas a ACh. Em 

preparações expostas por 18 h a TxA, essa dose de OECz bloqueou totalmente o efeito 

sistêmico (depressão das respostas ao K e a ACh nos grupos PBStis) e ao contrário das 6 

h, bloqueou parcialmente o efeito local (depressão da contratilidade no grupo TxAtis) em 

resposta ao K+ , mas totalmente em resposta a ACh.

Além desse bloqueio, surpreendentemente, OECz deprimiu a movimentação 

espontânea dos segmentos intestinais expostos por 6 h a TxA, mas bloqueou totalmente a 

depressão dessa mesma movimentação espontânea nos segmentos agora expostos por 18 h 

a TxA.

OECz 30 mg/Kg, em preparações expostas por 6 h a TxA, apresentou o mesmo padrão 

de bloqueio para os efeitos sistêmicos e locais em resposta ao K+ e a ACh do que OECz 1 

mg/Kg. Em preparações expostas por 18 h, OECz 30 mg/Kg bloqueou parcialmente a 

depressão das respostas contráteis ao K+ nos grupos PBStis e TxAtis (efeito sistêmico e 

local) e para a resposta à ACh, o bloqueio foi total para o efeito sistêmico, mas parcial para 

o efeito local.

A causa dessas pequenas alterações no padrão de atuação concernentes a 6 e 18h de 

exposição à TxA e resposta ao K+ ou ACh, bem como a razão do efeito surpreendente 

sobre a movimentação espontânea não foram investigadas. Como o óleo essencial é uma 

mistura de muitas substâncias, é possivel que as diferentes potências farmacológicas dos 

vários constituintes do óleo essencial estejam contribuindo para este fenômeno. Nessas 

atividades farmacológicas, possivelmente, estarão incluídos os efeitos antiinflamatórios e 

miogênicos sobre a contratilidade do músculo liso intestinal que já esta documentada
4

(Coelho-de-Souza, 1997; Coelho-de-Souza e cols., 1997 e 1998). O que é surpreendente é 

que o OECz tenha demonstrado um efeito, com relevante potencialidade de utilização 

terapêutica, em doses tão pequenas quando comparadas a sua DL50. Acrescenta-se a essa 

relevância o fato de C. zehntneri ser uma planta nativa da caatinga nordestina e a extração 

do óleo essencial ser um processo simples (extração por arraste a vapor) e de baixo custo 

financeiro.

Embora haja sido surpreendente que o OECz tenha apresentado eficácia em doses tão 

pequenas comparadas com a sua DL50, não foi surpreendente 0 tipo de efeito. Isto porque, 

é razoável sugerir-se que pelo menos parte do efeito da TxA sobre a contratilidade advem 

do seu efeito pró-inflamatório, e a constituição do OECz é rica em anetol, um bloqueador 
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dos efeitos celulares do TNF, uma importante citocina pró-inflamatória. (Chainy e cols., 

2000)

5 Efeito depressor da TxA sobre a contratilidade do músculo circular

Os dados do presente estudo mostram que 6 h de exposição da alça à TxA deprimem a 

contratilidade também no músculo liso circular. Essa descoberta é muito relevante por 

várias razões. Estudos anteriores do efeito da TxA sobre a contratilidade da musculatura 

lisa intestinal, utilizaram principalmente o músculo circular (Gilbert e cols., 1989) e 

relataram aumento da contratilidade. Como já mencionado anteriormente, Gilbert e cols. 

(1989) utilizaram um protocolo bem diferente daquele aqui utilizado. Inclusive, no que 

concerne ao músculo circular, quanto ao tempo de exposição a TxA nos estudos deles a 

exposição foi 2 h. Os dados desse estudo, demonstraram um efeito estimulante para 2 h de 

exposição à TxA em músculo longitudinal, semelhante portanto aos de Gilbert e cols. 

(1989), e depressor para 6 h de exposição, sugerindo que os dados aqui apresentados estão 

de acordo com o do estudo anterior e que, apesar de algumas diferenças no mecanismo de 

acoplamento excitação-contração entre os músculos circular e longitudinal do intestino 

delgado (Rembold, 1996; Makhlouf e Murthy, 1997), os efeitos locais da TxA não diferem 

nos dois tipos de músculo.

6 Implicações terapêuticas

4

O presente estudo demonstrou que a TxA aumenta a contratilidade, nas primeiras h de 

seu efeito, e a deprime, nas h posteriores. Acredita-se que o aumento da contratilidade nas 

diarréias resultantes de entidades mórbidas com acometimento alérgico e/ou infeccioso 

exerça um papel defensivo para o organismo (Wood, 1992). O aumento da contratilidade, 

acelerando o trânsito intestinal, apressaria a remoção do agente etiológico da luz intestinal. 

Assim, a dificuldade de fixação e colonização de agentes infecciosos e a eliminação de 

toxinas e/ou alérgenos, exercería um efeito benéfico . Dentro desse enfoque, o aumento da 

contratilidade nos momentos iniciais da ação da TxA poderá representar um efeito 

benéfico a ser preservado e a depressão da contratilidade nas h que se seguem àquefas 

primeiras, um efeito prejudicial a ser corrigido. Esses argumentos sobre os efeitos 

benéficos ou prejudiciais de alteração da contratilidade intestinal parecem intuitivamente 
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corretos à primeira vista, mas numa entidade mórbida como a infecção pelo C. difficile, 

tornam-se questionáveis. Por exemplo, o grande aumento da contratilidade nos momentos 

iniciais se transforma necessariamente em um aumento de propulsão intestinal? Para que 

haja aumento na velocidade de propulsão é necessário que haja aumento do gradiente de 

pressão hidrostática entre as porções mais proximais e as mais distais, ou que haja uma 

diminuição na resistência luminal ao fluxo, ou ambos (Kellow, 1996). No presente estudo, 

bem como nos anteriores disponíveis na literatura, não foram investigados esses aspectos 

ligados ao aumento da contratilidade. Os dados desse estudo, contudo, demonstra que 

alguns agentes antiinflamatórios bloqueiam totalmente as alterações da contratilidade, o 

que tem uma dupla relevância. Em primeiro lugar, demonstra que as alterações contráteis 

não são fisiopatologicamente independentes das outras alterações induzidas pela TxA, 

como secreção e alterações da mucosa, e aponta o processo inflamatório como uma 

importante origem comum das outras alterações. Segundo aponta a apropriada prevenção 

dos processos inflamatórios como um dos recursos terapêuticos muito importantes, pois, 

contrariamente ao que provavelmente se obteria tentando modular a contratilidade com 

agentes específicos para tal, a modulação do processo inflamatório combatería a causa 

comum, e assim, não só as alterações de contratilidade, mas muitas outras que constituem 

o quadro de efeitos da TxA. É importante afirmar que as alterações da contratilidade 

poderíam ser independentes e dissociadas do processo inflamatório e a demonstração do 

papel central do processo inflamatório nessas alterações da contratilidade está em 

coerência com o fato de as células musculares dos músculos circular e longitudinal do 

intestino não terem receptores para a TxA (Burakoff e cols., 1995; Gilbert e cols., 1989). 

Em relação a uma possível utilização terapêutica do hexametônio, que também bloqueou 
■4

os efeitos da TxA sobre a contratilidade, achamos que não haveria indicação para tal, até 

mesmo por ser essa substância um agente ganglioplégico, com múltiplos efeitos colaterais. 

Contudo, a descoberta do importante papel do sistema nervoso entérico nos efeitos da TxA 

pode levar a importantes desdobramentos farmacoterapêuticos.

/
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CONCLUSÕES

1. A TxA apresenta sobre a contratilidade intestinal, efeitos com um curso temporal 

bifásico, estimulante no início (2 horas de exposição da víscera a essa toxina) e 

depressor posteriormente (exposições mais duradouras, 6 e 18 h);

2. Esses efeitos se verificam tanto para o acoplamento farmacomecânico quanto 

eletromecânico, embora tenham sido mais pronunciados para o farmacomecânico, 

o que sugere que as alterações envolvem o acoplamento excitação-contração e/ou 

outras etapas intracelulares do mecanismo da contração;

3. Os efeitos da TxA sobre a contratilidade foram totalmente bloqueados pelos 

agentes antiinflamatórios: dexametasona, glicocorticóide; indometacina, bloqueador 

específico de COX; celecoxibe, bloqueador específico de COX-2; montelucaste 

sódico, bloqueador de leucotrienos; talidomida e pentoxifilina, bloqueadores da 

síntese de TNF-cc. Esses efeitos ainda foram bloqueados parcialmente pela 

quinacrina, um bloqueador de fosfolipase A2;

4. O óleo essencial de Croton zehntneri bloqueou os efeitos da TxA sobre a 

contratilidade;

5. O presente estudo sugere que a TxA (1 pg/ml/alça) atua por um mecanismo 

indireto associado primariamente a um processo inflamatório e a uma alteração da 

atividade do Sistema Nervoso Entérico, em coerência com o fato de células do 

músculo longitudinal e circular não apresentarem receptor para esta toxina.

/
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