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RESUMO

Efeito da interrupcdo abrupta do tratamento cronico com brometo de
ipratrépio na resposta contratil de traquéias isoladas de ratos De Moraes,
I.M. Dissertacédo apresentada ao Curso de Pds-Graduacdo em Farmacologia do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito para obtencao do titulo de
mestre em Farmacologia. Data da defesa: 06 de fevereiro de 2004.Orientador:
Prof. Dr. Francisco Ruy Capaz.

Visando estudar os efeitos da retirada abrupta ap0s o tratamento
crénico com brometo de ipratrépio (Bl) ratos machos pesando 200-250 g no
inicio dos experimentos, foram introduzidos em uma caixa de acrilico e
submetidos durante 7 minutos a inalagdo de brometo de ipratrépio (600uM).
Este procedimento se repetiu a cada quatro horas durante um periodo de 14
dias. Foram utilizadas duas camaras de inalacdo, uma para 0 grupo
experimental (tratado com BI) e outra para o grupo controle (CONT, salina).
Outro grupo de animais foi sensibilizado (SENS) e submetido ao mesmo
protocolo de inalagdo com Blque inalaram o brometo de ipratrépio e outra para
0s animais controle. Os animais SENS foram desafiados 24 horas antes do
sacrificio com inalacbes do antigeno (OVA: 1mg/ml; 5mg/ml; 15/15 minutos;
grupo DESF). Ao fim de uma Unica inalacdo ou ao término do periodo de
tratamento crénico com Bl os animais foram sacrificados 0, 4, 8, 12 horas ap0s
a ultima inalacdo e as tragquéias rapidamente removidas. Apos a dissecacgao a
traguéia foi montada sob a forma de anéis, em banho para 6rgao isolado
contendo 8 ml de solucéo de Krebs-Henseleit (37°C, 95% O,, 5% CO,). Foram
entdo, confeccionadas curvas concentragcédo-efeito (CCE), ao carbacol (Cch),
serotonina (5-HT), potassio (KCI), calcio(CaCl,) e estimulo elétrico. As CCE ao
Cch obtidas com traquéias isoladas de ratos apds uma Unica inalacdo de
brometo de ipratrépio demonstrou desvio para a direita com significativo
aumento da CE50[CE50x10"M: CONT=1,78(1,32 — 2,32); Bl 14,6(2,05 — 58,1),
p<0,05). Imediatamente apdés o fim do tratamento croénico as CCE ao Cch
também apresentaram aumento significativo da CE50 [CE50x107'M:
CONT=2,33(1,25 - 4,32); BI=42,5(21,1 — 85,8), p<0,01). Nos experimentos
realizados com traquéias isoladas de ratos 4, 8 e 12 horas ap6s o fim do
tratamento cronico ocorreu um progressivo aumento da contratilidade, com a
resposta maxima(RM) atingindo um valor maximo 12 horas ap0s a supressao
do tratamento crénico com Bl (RM 12h: CONT= 1,69+0,04, Bl 2,64+0,23 gF,
p<0,01). Esta supersensibilidade caracterizada por aumento vertical, também se
manifestou para outros agonistas e estimulos contrateis. Assim, ocorreu
supersensibilidade para a serotonina (RM-12h: CONT=0,59+0,04;
BI=1,06+0,10gF, p<0,01) potassio (RM: CONT= 0,70+0,05; BI=1,27+0,17 gF;
p<0,01) e ao estimulo elétrico (RM: CONT=1,25+0,07; BI=1,64+0,06 gF;
p<0,01). As CCE obtidas 12 horas ap6s o fim do tratamento crénico com BI,
pela adicdo de calcio ao liquido de incubacéo, apos ter sido obtida resposta
contratil ao KCI ou ao Cch, as quais avaliaram, respectiva e indiretamente, a
entrada de calcio via canais VOC e ROC demonstraram que a entrada de calcio
esta facilitada em ambos os tipos de canal de calcio estudados (RM-12h
CaCI2/KCl: CONT=1,00+0,09; BI=1,54+0,19 gF; p<0,01) (RM-12h CaCl2/Cch:
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CONT=1,27+0,10; BI=1,66+0,05 gF; p<0,01). Nos experimentos realizados com
animais desafiados, a supressdao do tratamento crénico imediatamente apos
altima inalacdo diminuiu a sensibilidade desviando para a direita a CCE ao Cch
[CE50x107'M: CONT=2,10(1,28 — 3,44); BI=17,12(4,37 — 67,05), p<0,01)].
Enquanto que, traquéias isoladas de animais desafiados 12 horas apos o fim do
tratamento ocorreu aumento significativo da contratiidade e da resposta
maxima obtida para o carbacol (RM-12h: CONT=2,48+0,19; BI=3,48+0,13 gF;
p<0,01). Estes resultados sugerem que a supressdo do processo de inalacao
cronica com Bl induz um aumento de resposta contratil ao Cch atingindo um
valor maximo 12 horas ap6s a interrupcdo do tratamento crénico. Esta
supersensibilidade 12 horas apo6s a supressdo do tratamento crénico com BI,
também foi manifestada para varios outros agonistas, bem como para o
estimulo elétrico. A supersensibilidade foi também detectada na resposta
contratil ao Cch, seguindo o mesmo protocolo experimental de interrupcdo do
tratamento em traquéias isoladas de ratos desafiados a OVA. Este aumento de
resposta contratili observado na musculatura traqueal de ratos, 12 horas
também que a supersensibilidade esta presente, apos o desafio antigénico, com
incremento ainda maior na resposta contratii quando comparada traquéias
isoladas de animais nao desafiados submetidos a retirada abrupta apés
tratamento crénico com BI.
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ABSTRACT

Effect of ipratropium bromide abrupt withdrawal, after chronic treatment,
in contractile response of isolated rat tracheas. Moraes, |.M. Dissertation
submitted the partial fulfilment of the requirement to degree of master’s in
Pharmacology to the Graduation Pharmacology Course of Physiology and
Pharmacology Departament of Medicine Faculty of the Federal Ceard
University. Defense date: 2004, February 06. Professor: Francisco Ruy Capaz.

In order to evaluate ipratropium bromide (IB) abrupt withdrawal effects after
chronic treatment in isolated rat tracheas, male rats weighing 200-250g were
placed in plastic chambers and submitted to inhalation of IB (600uM) during
seven minutes. This protocol was repeated each four hours during 14 days.
Two inhalation chambers were used, one with experimental group (IB
inhalation) and the other with control group (CONT, saline). Another group was
ovalbumin (OVA) actively sensitized (SZ) and submitted to the same protocol of
inhalation. These animals were challenged 24hours before the beginning of the
experiments by antigen inhalation (OVA: 1mg/ml; 5mg/ml; 15/15 minutes)
(group DESF). At the end of IB treatment period the animals were killed and 0O,
4, 8, 12 hours after the last inhalation the tracheas were quickly removed. After
dissection the tracheal rings were transferred to a 8 ml organ bath containing
Krebs-Henseleit solution mMol/l: NaCl 113.0; KCI 4.7; CaCl,.2H,0 1.2; KH,PO,4
1.2; MgS0O,4.7H,0O 1.2; NaHCO3; 25.0; Glucose 11.0; 37° C; 95%0,/5%CO0O.).
Concentration-effect curves (CEC) were constructed to carbachol (Cch),
serotonin (5-HT), potassium (KCI), calcium (CaCl2) and electric stimulus. CEC
to Cch obtained with tracheas isolated from rats submitted to only one IB
inhalation showed shift to the right with an increase in the EC50 values
[EC50x10"M: CONT=1.78(1.32-2.32); IB=14.6(2.05-58.1) p<0.05]. Immediately
after chronic treatment CEC to Cch also showed significant increase at EC50
level [EC50x10'M: CONT=2.33(1.25-4.32); |B=42.5(21.1-85.8); p<0,01].
Experiments realized with isolated rats tracheas 4, 8, 12 hours after ended the
IB chronic treatment showed a Cch maximum response (MR) progressive
increase, reaching the greater value 12 hours after IB chronic treatment
interruption [MR-12h: CONT=1.69+0.04; IB=2.64+0.23 gF, p<0.01). This kind of
supersensitivity characterized by a vertical increase, was also obtained to other
agonists and contractile stimulus. In this way the results showed
supersensitivity to serotonin (MR-12h: CONT=0.59+0.04; 1B=1.06+0.10; gF;
p<0.01), potassium (MR-12h: CONT=0.70+0.05; IB=1.27+0.17; gF; p<0.01) and
electric stimulus (MR-12h: CONT=1.25+0.07; [B=1.64+0.06; gF; p<0.01).
Calcium CCE were obtained 12hours after the end of IB chronic treatment, after
the addition of KCI or Cch in calcium free buffer. This kind of experiment
measured, respsctively and indirectly the influx of calcium by voltage operated
channelsVOC) and by receptor operated channels(ROC). The results
demonstrated that influx of calcium was facilitated in both calcium channels
studied in this work (MR-12h: CaCl,/KCl: CONT=1.00+0.09; I1B=1.54+0.19; gF;
p<0.01) (MR-12h: CaCly/Cch; CONT= 1.27+0.10; 1B=1.66+0.05; gF; p<0.01).
The experiments with OVA challenged animals, realized immediately after the
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end of chronic treatment, showed a decreased in the sensibility. The CEC to
Cch were shift to the right [EC50X10-7M: CONT=2.10(1.28-3.44);
IB=17.13(4.37-67.05), P<0,01]. However, trachea isolated from rat challenged
12 hours after the end of the treatment, showed an increase in the contractility
and in the MR obtained to carbachol (MR-12h: CONT=2.4840.19;
IB=3.48+0.13; gF; p<0,01). These data suggest that IB chronic inhalation
process follow suppression induced an evident Cch contractile response
increase in isolated rat trachea, reaching a maximum value 12 hours after
interrupted IB chronic treatment abrupt suppression, was here demonstrated to
several agonists and electric stimulus. Supersensitivity was also detected to
carbachol contractile response through the same withdrawal experimental
protocol in isolated tracheas from rats challenged with OVA. This increased
contractile response obtained in rats tracheal smooth muscle, 12 hours after the
end of ipratropium bromide chronic treatment, could be related with a
component linked with the facilitation influx of calcium by voltage operated
channels (VOC) and/or receptor operated channels (ROC).
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1.INTRODUCAO

1.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DAS VIAS AEREAS

As vias aéreas podem ser divididas em superiores e inferiores,
sendo as primeiras constituidas pelas fossas nasais, nasofaringe, orofaringe,
laringe e a parte inferior composta pela traquéia, brénquios, bronquiolos e
partes distas (alvéolos). A traquéia localiza-se abaixo da laringe, apresentando
o formato de um tubo, e além de desempenhar outras fun¢des, funciona como
um condutor de ar. A traquéia apresenta uma porcao cervical e uma torécica
sendo formada por um numero varidvel de anéis (16 a 20) ou semi-anéis
cartilaginosos sobrepostos em forma de U e ligados pela membrana
cricotraqueal. Na parte posterior da traquéia ndo existe o anel cartilaginoso,
esta porcdo é mole e apresenta um musculo, o0 masculo traqueal, que tensiona
as bordas da cartilagem e ndo deixa que elas se abram, resultando em uma
mobilidade desta porcdo. A membrana cricotraqueal reveste externamente todo
0 Orgdo e vai unindo os anéis até a carina local onde a traquéia se divide em
brénquio direito e esquerdo.

As vias aéreas continuam a se subdividir em varios ramos,
tornando-se cada vez mais curtas, com didmetro menor e mais numerosas a
medida que penetram no pulmdo. A traquéia € denominada de via respiratoria
de primeira geracdo, e os dois brénquios principais direito e esquerdo de
segunda geracao e assim sucessivamente. Existem cerca de 20 a 25 geracdes

antes que o sistema tubular das vias aéreas alcance os alvéolos.
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O tecido traqueal e bronquiolar séo formados por quatro camadas:
camada mucosa (epitélio pseudo-estratificado cilindro ciliado e uma lamina
prépria), uma camada submucosa, uma camada de musculo liso com pecas
cartilaginosas e uma camada adventicia. Existem trés tipos comuns de células
no epitélio traqueobrdnquico: células ciliadas, células caliciformes e células
basais (ROSS et al., 1993).

As células ciliadas sdo encontradas em todo trato respiratério e
promovem o batimento ciliar, que visa eliminar a secrecdo e materiais
estranhos a arvore bronquica. As células caliciformes estédo localizadas entre
as células ciliadas, sua funcao estéa relacionada a producédo do muco que vem
se somar com aquele produzido pelas glandulas submucosas das vias de
conducdo. Existem ainda as células basais que funcionam como fonte de
novas células, estando localizadas sobre a lamina basal.

A medida que os bronquios se ramificam suas paredes v&o
perdendo gradualmente alguns componentes, dai a auséncia de cartilagens e
de glandulas submucosas nos bronquiolos da zona de conducédo. Nestes
bronquiolos o epitélio e a musculatura sdo seus principais componentes. Os
bronquiolos respiratorios, presentes na zona de respiracdo, sao constituidos
por epitélio cilindrico ou cubico. Na por¢cdo da traquéia e dos bronquios nao
ocupadas por laminas de cartilagem, as paredes sédo predominantemente
formadas por musculo liso, com excecdo dos bronquiolos respiratérios que
apresentam apenas algumas fibras musculares lisas. O saco alveolar, conjunto
de alvéolos, localizado na extremidade distal das vias aéreas da zona
respiratoria, é responsavel pela troca gasosa. As paredes dos alvéolos sao
delgadas, sendo recobertas basicamente por trés tipos de células epiteliais:

pneumacitos do tipo |, pneumacitos do tipo Il e as células em escova.
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A umidade constante das vias aéreas é garantida por uma
camada de muco que reveste toda a superficie epitelial. O muco € secretado
por células caliciformes isoladas presentes no revestimento epitelial das vias
aéreas, e também por pequenas glandulas submucosas. Este muco é removido
das vias aéreas por meio do epitélio ciliado presente no nariz e nas vias aéreas
inferiores até a zona de conducdo. A traguéia € revestida por uma mucosa
especial chamada mucosa respiratoria que apresenta um epitélio estratificado

ciliado.

1.2. CONTROLE NEURAL DAS VIAS AEREAS

O Sistema Nervoso Autbnhomo atua tanto na broncoconstricao
como na broncodilatacdo das vias aéreas, atravées dos sistemas
parassimpatico, via acetilcolina, e simpatico, este ultimo via adrenalina liberada
pela supra-renal. Esses sistemas exercem essas acdes em varias espécies
(Van Nieuwstadt et al., 1994). Laitinen et al. (1987), descreveram outro sistema
distinto dos sistemas parassimpatico e simpatico o qual interferia na
contratilidade da musculatura lisa das vias aéreas, o chamado sistema nao
adrenérgico e ndo colinérgico (NANC). Sendo assim, a inervacado das vias
aéreas € exercida por quatro classes de nervos autonémicos: nervos
colinérgicos, nervos adrenérgicos, nervos excitatérios ndo adrenérgicos e néo
colinérgicos e nervos inibitdrios ndo adrenérgicos e ndo colinergicos. Van
Nieuwstadt et al. (1994) destacaram a existéncia bem como a diferenca quanto
a distribuicdo da densidade dos receptores entre as espécies para 0s trés

controles: parassimpatico, simpatico e NANC.
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1.2.1. Controle Parassimpatico

A participacdo colinérgica no controle das vias aéreas é feita
principalmente pelas fibras pos-ganglionares do Sistema Nervoso
Parassimpatico. A inervacdo parassimpatica tem grande e preponderante
importancia na manutencao do tébnus da musculatura lisa das vias aéreas de
varios animais (Gross & Skorodin, 1984 e Van Der Velden & Hulsmann, 1999).
Os ganglios parassimpaticos estdo intimamente inseridos nas paredes dos
brénquios e bronquiolos, e as fibras pos-ganglionares inervam diretamente a
musculatura lisa respiratoria, 0 musculo liso vascular e as glandulas. A ativacao
dos nervos parassimpaticos tem como consequéncia a liberacdo de
acetilcolina, resultando por sua vez em broncoconstricdo e secre¢cao de muco.

Nas vias aéreas humanas o sistema nervoso parassimpatico é a
via neuronal dominante no ténus do musculo liso respiratério. A estimulacao
dos nervos colinérgicos causa broncoconstricdo, secrecdo de muco, e
vasodilatacao arterial (Minette & Barnes, 1988).

A acetilcolina liberada pelos nervos pés-ganglionares nas vias
aéreas atua principalmente sobre receptores colinérgicos muscarinicos tipo M,
e Ms. Os receptores M, sdo “auto-receptores”, que medeiam os efeitos de
retroalimentacdo negativa da acetilcolina sobre os nervos colinérgicos. Os
receptores M3z sdo encontrados no musculo liso brénquico e nas glandulas e
medeiam secrecdo. A estimulagdo do vago provoca broncoconstricao

principalmente das vias aéreas de maior calibre.
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1.2.2. Controle Simpatico

A inervacdo simpatica na musculatura lisa respiratoria € pobre
(Van Nieuwstadt et al., 1994). A musculatura lisa das vias aéreas de humanos
parece estar isenta de nervos adrenérgicos (Zaagsma et al., 1987). Esta
auséncia de inervacado adrenérgica foi reafirmada por Rang et al. (2001),
relatando que a musculatura lisa bronquial ndo sofre influéncia do sistema
simpatico. Richardson (1979) comenta a existéncia de nervos simpaticos
controlando os vasos sanguineos bronquiais, mas também a sua auséncia na

musculatura lisa das vias aéreas humanas.

Apesar da inexisténcia, em seres humanos, ou existéncia pobre
em outros animais, de fibras adrenérgicas na musculatura lisa das vias aéreas,
0s receptores adrenérgicos (tipo B2) possui importante papel no relaxamento
bronquial, provavelmente através da ativacdo pela adrenalina circulante. Estes
receptores adrenérgicos estdo abundantemente presentes na musculatura lisa
das vias aéreas de humanos, quando estimulados provocam broncodilatagédo

(Van Der Velden & Hulsmann, 1999).

1.2.3. Controle N&o Adrenérgico Nao Colinérgico (NANC)

Uma terceira possibilidade de atuagdo no controle neural da
respiracdo ao nivel da musculatura lisa bronquial esta presente no chamado
Sistema Nervoso Nao-adrenérgico Nao-colinérgico (NANC) (Barnes, 1986a;
Barnes, 1991). Richardson (1979) demonstrou a existéncia de mecanismos

NANC excitatérios e inibitérios nas vias aéreas de animais e seres humanos.
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Assim, no sistema NANC existem mediadores ligados ao
relaxamento da musculatura lisa bronquial (inibitérios): peptideo intestinal
vasoativo (VIP) e oxido nitrico (NO); além de mediadores que causam
contracdo da musculatura lisa das vias aéreas (excitatorios): substancia P (SP)
e neurocinina A (NKA). O mecanismo NANC excitatorio e inibitério
aparentemente apresenta importante papel na patogénese da asma (Joos et

al., 2000).

Os neurdnios inibitérios NANC que contém VIP e NO podem ser
a Unica via neural de broncodilatacdo no sistema respiratorio no homem (
Fisher et al., 1996,b;Hauser-Kronberger et al., 1996). Esses agentes
aparentemente se antepdem e freiam o mecanismo broncoconstritor dos
nervos colinérgicos parassimpaticos. Quando comparados individuos
asmaticos com individuos sadios, foi detectada uma diferenca na resposta
inibitoria NANC, e em funcéo deste fato, foi proposto que na asma existiria uma
disfuncdo da atividade inibitéria dos nervos NANC (Van der Velden &

Hulsmann, 1999).

Vale salientar que em adicdo ao sistema eferente NANC inibitorio
nas vias aéreas, existe também um sistema nervoso aferente cuja estimulacao
protege as vias aéreas contra inalantes irritantes, particulas quimicas (Barnes,
1991; Lundberg et al., 1983). Esses nervos aferentes NANC participam de uma
importante funcdo regulatéria das vias aéreas. Sua ativacdo promove a
conducao das informacdes periféricas ao Sistema Nervoso Central resultando,
reflexamente, na manutencdo da homeostase pulmonar, induzindo

broncoconstricdo, secrecao de muco e tosse (Barnes, 1986a).
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Nervos excitatorios NANC foram estudados extensivamente em
vias aéreas de animais e foram detectados em vias aéreas de humanos
(Lundberg et al., 1984; Joos et al., 1994). Existem relatos que as Fibras-C, ndo
mielinizadas, se caracterizam pela sensibilidade a capsaicina, e estariam
localizadas no inferior do epitélio das vias aéreas, ao redor dos vasos
sanguineos, nas glandulas submucosas, na camada de musculo liso e também
ao redor local de células glanglionares traqueobronquiais. Quando nervos
NANC excitatorios sao estimulados, neuropeptideos séo liberados via
mecanismo reflexo axonal. Esses neuropeptideos afetam as funcbes das vias
aéreas, pois contraem o muasculo liso respiratorio, dilatam as artérias
bronquiais, aumentam a permeabilidade vascular, aumentam a producédo de
muco e modulam a transmissdo ganglionar delineando um quadro semelhante
ao apresentado na patogénese da asma (Barnes, 1986 a; Barnes et al., 1991;
Joos et al., 2000). Em adicdo esses neuropeptideos podem influenciar o
recrutamento, proliferacdo e ativacdo de leucdcitos e células inflamatérias
residentes no tecido, como os mastécitos (Barnes, 1986a).

O controle neuronal das vias aéreas podem ser anormal em
asmaticos e mecanismos neurogénicos podem contribuir para o
desenvolvimento da patogénese da asma. Embora ndo tenha sido detectada
alteracdo no numero de nervos sensoriais nas vias aéreas, na asma cronica
grave, verificou-se que ocorre um aumento da inervacao resultante da acao do
epitélio e células inflamatorias através da secrecdo de fatores de crescimento

neuronais (Barnes, 1991).
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1.3. ALGUNS ASPECTOS DO PROCESSO ASMATICO

1.3.1.Definic&o e desenvolvimento

A asma é uma doenca determinada pela interacdo de fatores
genéticos e ambientais levando a um processo de inflamacdo crbnica e
complexa das vias aéreas caracterizada por obstrucdo variavel e reversivel
(embora ndo completamente em alguns pacientes) espontaneamente ou com
tratamento. A asma também desencadeia hiperreatividade (resposta exagerada
das vias aéreas a estimulos ndo-alérgicos) que envolve a ativacdo de diversas
células inflamatérias e liberagdo de mediadores inflamatdrios (Barnes et al.,
1989).

A asma também é caracterizada como sendo uma condicdo
inflamatoria crénica das vias aéreas, cuja causa nao esta completamente
elucidada (British Thoracic Society, 1993). Como consequéncia da inflamacéo,
as vias aéreas tornam-se hiperresponsivas e se estreitam facilmente em
resposta a inumeros estimulos. Isto pode resultar em tosse, sibilos, sensacao
de opressao toracica e dispnéia, sendo estes sintomas mais comuns a noite. O
estreitamento das vias aéreas é geralmente reversivel, porém, em pacientes
com asma cronica, a inflamacédo pode determinar obstrucdo irreversivel ao
fluxo aéreo. As caracteristicas patoldgicas incluem a presenca de células
inflamatérias nas vias aéreas, exsudacdo de plasma, edema, hipertrofia

muscular, rolhas de muco e descamacéao do epitélio.
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1.3.2.Resposta asmatica

Durante as décadas de 70 e 80, muitos trabalhos focalizaram os
mecanismo broncoconstritores da asma e nas anormalidades eventualmente
apresentadas pela musculatura lisa das vias aéreas de asmaéticos. Desta
forma, a terapia com broncodilatadores era fortemente empregada (Oates &
Wood, 1989). Entretanto, a asma bronquica crénica € caracterizada, além
disso, por uma resposta inflamatéria acentuada, caracteristica e tipica das vias
aéreas (Barnes, 1987; Barnes et al., 1989).

Ap6s a provocacdo induzida por um alérgeno pode-se
estabelecer basicamente duas fases na resposta asmatica: a reacdo asmatica
aguda (resposta que se manifesta precocemente), e a resposta asmatica
tardia (manifestada algum tempo apos o eventual desafio antigénico).

A primeira instala-se rapidamente com um pico de intensidade
que se desenvolve em 15 a 30 minutos e cessa dentro de 1 a 3 horas. A
reacdo asmatica tardia apresenta intensidade maxima, em seres humanos,
cerca de 5 a 8 horas apds o estimulo inicial podendo cessar em 24 horas ou

persistir por dias ou semanas (Pepys & Hutchcroff, 1975).

1.3.2.1. Resposta asmatica precoce

Como ja citado, a resposta asmatica aguda ou precoce, ocorre
em cerca de 15 a 30 minutos, e resulta em broncoconstricdo, que se resolve
dentro de 1 a 3 horas (Pepys & Hutchroft, 1975). O estabelecimento do “time-
course” da resposta precoce lembra uma reacao de hipersensibilidade imediata
como a que pode ocorrer normalmente em outros locais. Além disso, o grau de
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participacdo dos mastdcitos torna evidente o aumento da ativacdo destas
células, caracterizando-o como sendo o principal evento da asma precoce, tal

como ocorre na hipersensibilidade imediata (Holgate et al., 1986).

Existem evidencias de que o0s mediadores liberados pelos
mastocitos desempenham papel relacionado com a asma precoce. A
provocacao das vias aéreas pela inalagdo do alérgeno esta associada com a
liberagdo na circulagdo periférica de histamina e de fator quimiotatico dos
neutrofilos de alto peso molecular (Holgate et al, 1985; Howarth et al, 1985). A
resposta dos mediadores liberados como consequiéncia do desafio antigénico
pode ser inibida pelo pré-tratamento com estabilizadores de membrana como

cromoglicato de sodio (Church et al., 1982).

Além da histamina a reacdo broncoconstritora aguda decorre
também da liberagcdo de prostaglandina D, (PGD,) e leucotrieno C4 (LTC,)
principalmente pelos mastocitos. As acdes espasmogénicas da histamina
levam a broncoconstricdo, enquanto que a PGD;, e o LTC4 juntamente com
seus metabdlitos, ampliam a reacdo em intensidade e duracao (Holgate et al.,
1991). Nesta fase, ndo € observado edema, sendo a contracdo da musculatura

lisa o principal mecanismo causal da obstrucdo pulmonar (Jeffies et al., 1981).

Os mastdcitos ndo séo as unicas células que séo ativadas e que
liberam mediadores quando da inalacdo do alérgeno. Os macréfagos (Joseph
et al., 1980), eosinofilos (Capron et al., 1981) e plaquetas (Joseph et al., 1983)
também possuem receptores para Imunoglobulina E (IgE). Certamente, os
macrofagos e as plaquetas parecem ser ativados apés desafios seguidos com

alérgenos (Hutson, 1989).
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1.3.2.2. Resposta asmatica tardia

Nos dultimos 30 anos, as respostas asmaticas tardia,
consequentes ao desafio induzido pelo alérgeno, vém sendo cada vez melhor
compreendidas. Em 1970, Altounyan observou que apds a inalacdo do
alérgeno ocorria gradual aumento da resposta bronquial para histamina.
Posteriormente Cockcroft et al., (1977), observaram 0 mesmo para a
metacolina e demonstraram que esta hiperreatividade bronquial poderia ser

correlacionada com a resposta asmatica tardia.

Em situacdes experimentais, o desafio antigénico provoca a
resposta asmatica tardia em aproximadamente 50% dos pacientes (Pepys,
1977). O fator que determina a reacdo alérgica diminui apdés uma resposta
imediata ou avanca para uma resposta asmatica tardia. Estas evidéncias
sugerem que o0 nivel de anticorpos IgE circulantes pode ser o fator
preponderante, pois a resposta tardia ocorre com maior probabilidade em
individuos com alto grau de sensibilizacdo ao alérgeno (Robertson el al., 1974).
A magnitude da resposta precoce e, portanto o nivel de reatividade das vias
aéreas parece também ser importante no desenvolvimento subseqiiente da
resposta tardia (Hargreave et al., 1974). Pacientes asmaticos com alta
reatividade nas vias aéreas tem mais probalidade de desenvolver a resposta

asmatica tardia.

A formacdo de edema e o aumento na producdo de muco séo
caracteristicas encontradas com freqiéncia na asma tardia. Ocorre infiltracdo
celular de grande magnitude pelos mediadores que induzem quimiotaxia
destacam-se o leucotrieno B4 (LTB,), o fator de ativagdo plaquetaria (PAF), a

interleucina 5 (IL-5)e o fator quimiotatico para linfocito (Rand et al., 1990).
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Diversos trabalhos detectaram a presenca de células inflamatorias
no fluido do lavado bronco alveolar ap6s um desafio antigénico. De Monchy et
al. (1985), demostraram a presenca destas células no lavado bronco alveolar
de humanos durante a resposta asmatica tardia (6 a 7 horas apos a inalacéo
do alérgeno). Estes pesquisadores verificaram ainda que o numero de
eosinofilos estava aumentado no lavado e que as outras células inflamatorias
nado apresentavam alteracbes significativas. Porém outros pesquisadores
evidenciaram que ndo somente os eosinodfilos, mas também o numero de
neutrofilos e linfocitos encontrava-se aumentado no fluido do lavado bronco
alveolar durante a resposta asmatica tardia (Diaz et al., 1986; Metzger et al.,
1987).

Assim a inflamacdo parece ser fundamental para o
desenvolvimento do processo asmatico em seres humanos. Existem evidencias
de que os granulocitos interagem com o epitélio da vias aéreas e com as
células endoteliais produzindo regionalmente mediadores como o PAF e LTs.
Tais mediadores, juntamente com a lesdo da mucosa provocada pelo processo
inflamatorio, levam a um incremento da resposta broncoconstritora da

musculatura lisa para diversos estimulos(Leff et al., 1991).

Na resposta asmatica tardia ocorre edema da mucosa, aumento
da secrecdo e outros efeitos inflamatérios, que podem ser resultantes da
liberacdo de produtos de células inflamatérias que se acumularam nas vias
aéreas. Eosindfilos e neutrofilos parecem ser as células predominantes na
resposta tardia em humanos e ambas as células tem capacidade de produzir
mediadores  pro-inflamatérios os quais podem contribuir para o
desenvolvimento da resposta tardia da asma. Esta claro que existe uma grande

variedade de tipos celulares e mediadores que contribuem de forma importante
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para o desenvolvimento da resposta asmatica tardia. Provavelmente, sdo 0s
responsaveis pela broncoconstricdo e pelo desenvolvimento de uma hiper-
reatividade inespecifica cuja associacdo com a resposta asmatica tardia ainda

nao € muito bem compreendida (Hutson, 1989).

1.3.3. Abordagem terapéutica da resposta asmatica

A asma é uma doenca complexa, multifatorial e se manifesta de
forma diferente nas varias idades. Multiplas abordagens sdo necessarias para
0 seu controle, todas passando, pela compreenséao do paciente acerca de sua
doenca, possibilitando assim um manuseio mais seguro. A asma pode ser
controlada na grande maioria dos casos, embora ndo possa ser curado, sendo
o tratamento inapropriado um fator importante na morbidade e mortalidade da
doenca.

O objetivo do tratamento é a melhoria na qualidade de vida,
através de um constante monitoramento, buscando a cessacéo das crises de
broncoespasmo, reducdo nas internacdes hospitalares e visitas a servigos de
emergéncia, a tolerancia normal ao exercicio com manutencdo dos niveis
normais de atividade, provas de funcdo respiratéria normais, a reducdo e
mesmo a interrup¢cdo do uso de broncodilatadores, a auséncia de efeitos
colaterais decorrentes do tratamento, a prevencdo do desenvolvimento da
limitac&o irreversivel do fluxo aéreo, e a prevencao da mortalidade da asma.

A educacdo do paciente acerca de sua doenca é essencial, tendo
como objetivos conseguir que cooperem com o tratamento e reduzam a

ansiedade diante da doenca. A estratégia farmacolégica do tratamento da
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asma apresenta dois objetivos: 1) promoc¢do da broncodilatacdo quando

necessario e 2)atenuacao e/ou supressao da inflamacao das vias aéreas.

1.3.3.1. Broncodilatadores

As drogas utilizadas como broncodilatadores incluem: as xantinas,
0S agonistas dos receptores B.-adrenérgicos e 0s antagonistas colinérgicos

muscarinicos.

1.3.3.1.1. Xantinas

Existem trés metilxantinas de ocorréncia natural
farmacologicamente ativas: a teofilina, a teobromina e a cafeina. Em geral, a
xantina utilizada em medicina clinica é a teofilina ( 1,3-dimetilxantina), que
também pode ser utilizada como teofilina-etileno-diamina, conhecida como
aminofilina.

Ha mais de cinquenta anos, a aminofilina foi introduzida como
terapéutica para as exarcebacdes da asma (Segal et al., 1949). Durante longo
tempo foi utilizada no tratamento agudo do broncoespasmo. Sua importancia,
entretanto, vem declinando ao longo da dltima década, apesar do
reconhecimento recente de seus efeitos imunomoduladores e antiinflamatorios

(Weinberger & Hendeles, 1996.)

1.3.3.1.2. Agonistas beta-adrenérgicos

O musculo liso das vias aéreas ndo apresenta significativa

inervacao adrenérgica direta. A broncodilatacdo adrenérgica e outros efeitos p-
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adrenérgicos na asma sdo mediados via estimulacdo de B-receptores pelas

catecolaminas circulantes.

Os receptores adrenérgicos sdo membros da superfamilia de
receptores cujo sinal para o interior da célula ocorre via proteina G. E
reconhecido que estes receptores sao divididos em dois grupos, denominados
o e B. Sendo que os receptores tipo f subdividem-se em trés grupos distintos :
B1, B2, Ps.

Os pB-receptores encontrados nos pulmdes de humanos sao
predominantemente do tipo B2 (70%), sendo encontrados na superficie
muscular, epitélio, glandulas serosas e mucosas, pneumaécitos e masculo liso
vascular, enquanto que os B; (30%) nas paredes alveolares. Nos bronquios de
pacientes asmaticos 0s B-receptores sdo também encontrados nos macrofagos

e em uma variedade de células recrutadas durante o processo inflamatério

incluindo linfécitos, neutroéfilos, eosindfilos e mastdcitos.

Os B.-agonistas sdo substancias broncodilatadoras que ativam
diretamente os B,-receptores das células da musculatura lisa das vias aéreas,
acoplados a proteina-G. As interacdes das proteinas G com as enzima-alvo
tém consequéncias complexas, levando a producdo de outras moléculas
sinalizadoras intracelulares como o 3’,5-monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) e o calcio.

O relaxamento muscular é determinado pelo AMPc através da
ativacdo da enzima proteina-quinase dependente de AMPc (quinase-A).
Quando ativada a proteina-quinase A (PKA) resulta na fosforilacdo de varias
proteinas alvo, selecionadas no interior da célula, determinando relaxamento

por: reducdo da concentracdo do ion calcio celular. Ocorre a remoc¢éao ativa do
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ion calcio para os depdésitos intracelulares do reticulo endoplasmatico e outras
organelas. Por consequéncia ocorre 0s seguintes eventos: desvio da quinase
de cadeia leve da miosina para sua forma menos ativa por inibicdo direta;
inibicdo da hidrdlise do fosfoinositideo; abertura do canal de grande
condutancia, potassio calcio-ativado , que repolariza o musculo liso e que
também pode estimular o sequestro de célcio para os depdsitos intracelulares
(Bai et al., 1997).

Os broncodilatadores sdo as substancias mais importantes no
tratamento da asma aguda e na profilaxia da asma induzida por esforco.
Embora a broncodilatacdo seja sua principal acdo, ha evidéncias de que os B-
agonistas apresentem alguma acdo antiinflamatéria decorrente da supressao
da ativagcéo dos leucotrienos e liberagdo de histamina dos mastocitos (Hughes
et al., 1983). Broncodilatadores como o salbutamol, a terbutalina, o fenoterol e
outros menos utilizados como o pirbuterol, reproterol, rimiterol, também f,-
seletivos, apresentam inicio de acdo em 1 minuto, pico de acdo aos 45 minutos
aproximadamente, com efeitos que podem persistir por trés a quatro horas.
Drogas mais modernas como o salmeterol e o formoterol apresentam acao
broncodilatadora com duracdo de acdo de 12 horas ou mais (Faulds et al.,
1991), protegendo assim contra a broncoconstricdo por periodos mais

prolongados.

Durante longo tempo, os broncodilatadores ocuparam a principal
posicdo no tratamento da asma, fosse ela precoce ou tardia. Com o melhor
entendimento de sua fisiopatologia a qual envolve inflamacdo cronica,

passaram a ser utilizado atualmente apenas para alivio da crise aguda.
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Broncodilatadores como o salbutamol, a terbutalina, o fenoterol e
outros menos utilizados como o pirbuterol, reproterol, rimiterol, também -
seletivos, apresentam inicio de acdo em 1 minuto, pico de ag¢do aos 45
minutos, com efeitos que persistem por trés a quatro horas quando usada por

inalacd@o, porém com menor tempo de acdo quando de asma severa.

Drogas mais modernas como o salmeterol e o formoterol
apresentam acao broncodilatadora com duracéo de acao de 12 horas ou mais
(105), protegendo contra a broncoconstricdo por periodo similar.

Durante longo tempo os broncodilatadores ocuparam a principal
posicdo no tratamento da asma. Com o melhor entendimento de sua
fisiopatologia decorrente de inflamagdo cronica, passaram a um plano

secundério, sendo utilizados atualmente somente para alivio da crise aguda.

1.3.3.1.3. Antagonistas dos receptores muscarinicos

O controle neuro-humoral das vias aéreas em condi¢cdes normais
€ exercido principalmente pelas vias eferentes constituidas pelos nervos
parassimpaticos que liberam acetilcolina a qual vai agir sobre os receptores
colinérgicos muscarinicos. Todos 0s receptores muscarinicos pertencem a
familia de receptores acoplados a proteina G. Foram detectados cinco tipos
distintos de receptores muscarinicos M;, M, M3, My e Ms, porém apenas
quatro foram bem caracterizados e distinguidos ao nivel funcional e
farmacolégico (Gross et al., 1984). Os receptores M;, M3 e Ms atuam através
da via do fosfato de inositol, enquanto que os receptores M, e My exercem

acao ao inibir a adenilatociclase, reduzindo o AMPc intracelular.
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Estdo presentes nas vias aéreas 0s receptores do tipo M, e Ms.
Os receptores M, medeiam a inibicdo pré-sinaptica, inibindo a liberacdo de
acetilcolina nos nervos colinérgicos (retroalimentacdo negativa). Os receptores
M3 produzem principalmente efeitos excitatorios, isto €, estimulam as
secrecdes glandulares (salivares, bronquicas ) e a contraem a musculatura lisa,
sendo os responsaveis pela broncoconstricdo provocada pela estimulacdo do
vago.

Existe uma longa historia quanto ao uso de agentes
anticolinérgicos no tratamento da asma. Os antagonistas muscarinicos relaxam
a musculatura lisa bronquiolar por impedir que a acetilcolina liberada pelo
neurbnio pos-ganglionar parassimpatico se ligue ao receptor muscarinico
localizado na musculatura lisa das vias aéreas.

Com o aparecimento de agonistas beta-adrenérgicos
administraveis pela via inalatéria o uso de agentes anticolinérgicos declinou. No
entanto, ocorreu renovado interesse quando da descoberta do fato de que as
vias parassimpaticas sdo particularmente importantes no broncoespasmo em
alguns pacientes asmaticos, e também pela disponibilidade do brometo de
ipratrépio, um agente anticolinérgico quaternario que tem propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas superiores a dos agentes anteriores.

O brometo de ipratrépio € um composto de amoénio quaternario
com propriedades anticolinérgicas (parassimpaticoliticas). Em estudos pré-
clinicos, ficou demonstrado que este medicamento parece atuar na inibicdo do
reflexo vagal, antagonizando a acéo da acetilcolina. O efeito broncodilatador
obtido apos a inalacdo do brometo de ipratropio € basicamente local e
especifico para o pulméo, ndo tendo portanto, um componente de natureza

sistémica (Rodrigo et al., 1999).
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Em estudos controlados durante 90 dias em pacientes com
broncoespasmo associado a doenca pulmonar obstrutiva crénica foi observada
uma significante melhora na funcdo pulmonar dentro de 15 minutos,
alcancando o pico em 1 a 2 horas e persistindo, na maioria dos pacientes, até 6
horas. Nesse mesmo estudo, em pacientes com broncoespasmo associado a
asma, foi observada uma significante melhora na funcao pulmonar em 40% dos
pacientes estudados (Rodrigo et al.,, 1999). Estudos pré-clinicos e clinicos
sugerem ainda que o brometo de ipratropio ndo possui efeitos prejudiciais
sobre a secrecdo mucosa das vias aéreas, 0 clearence mucociliar e a troca

gasosa (Guleria et al., 2003).

Com relacéo a farmacocinética, o brometo de ipratrépio apresenta
absorcéo muito rapida apos inalagcéo oral. O pico da concentracdo plasmatica é
alcancado em poucos minutos apds a inalacdo. Sua biodisponibilidade
sistémica, apds a inalacdo, é de cerca de 7% da dose. Os metabdlitos
principais encontrados na urina ligam-se fracamente aos receptores
muscarinicos. A excrecdo renal do ipratropio é de 46% da dose apds
administracdo endovenosa e de 8% apos inalacdo de aerosol. Menos de 20%
da droga liga-se as proteinas plasmaticas. O ion ipratropio ndo atravessa a
barreira hemato-encefélica, por apresentar em sua estrutura a amina

quaternaria (Duist, 1989).

A toxicidade aguda do brometo de ipratropio foi investigada em
varias espécies de roedores e nao-roedores, com periodo de observacéo de 14
dias. A dose letal minima administrada por inalacao foi de 199mg/kg em ratos,

em intervalos de 4 ou 6 horas ao dia. Nao foram detectados potencial
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mutagénico ou efeitos tumorigénicos ou carcinogénicos em estudos “in vitro”

em bactérias e em longo prazo em camundongos e ratos.

A variabilidade na resposta de pessoas asmaticas ao ipratropio
provavelmente reflete diferencas na forca do tonus parassimpético e no grau
em que uma ativacdo reflexa das vias colinérgicas participa na inducdo de
sinais e sintomas em um dado paciente. Uma meta analise avaliou a utilidade
do brometo de ipratrépio administrado junto a agonistas beta-adrenérgicos no
tratamento do ataque agudo de asma, na melhoria da funcdo pulmonar e
reducdo da taxa de hospitalizacdes. A dose tipica de brometo de ipratrépio
utilizada nesta avaliacdo foi de 0,5mg em conjunto com um agonista beta-
adrenérgico. Foram administrados imediatamente ap0s o0 paciente chegar ao
servico de emergéncia. Os efeitos foram comparados com a administracdo de
placebo em associacdo com 0 mesmo agonista adrenérgico. O uso
concomitante de brometo de ipratropio melhorou aproximadamente em 10% a
funcdo pulmonar em comparacdo com 0 agonista adrenérgico associado a

placebo (Rodrigo, 1999).

1.3.3.2. Antiinflamatérios

Como a asma bronquica € considerada uma doenca inflamatéria
cronica, o controle farmacologico da doenca teve o seu enfoque direcionado
para as drogas inalatérias antiinflamatérias. Os antiinflamatérios mais potentes
sdo os corticéides, Unicos capazes de reverter a inflamacao das vias aéreas
(Adelroth et al., 1990). Mesmo em pacientes com asma leve, os corticoides
inalados s&o superiores aos beta-agonistas em uso regular (Mygind & Clark,

1980).
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Para o tratamento topico da rinite e asma, a primeira droga
utilizada em grande escala foi o dipropionato de beclometasona (Brown et al.,
1972). Posteriormente outros medicamentos surgiram como o valereato de
betametasona, o acetonido de triancinolona, a flunisolida, a budesonida, o
propionato de fluticasona e o furoato de mometasona.

Na década de 1950, muitos projetos buscavam medicamentos
para serem utilizados na asma quer por acdo broncodilatadora quer pela
atividade antiinflamatoéria. A primeira substancia investigada foi o cromoglicato
de sodio que surgiu a partir de estudos da khellinem uma substéancia de origem
natural previamente conhecida, obtida de uma planta selvagem chamada Ammi
visnaga (Umbelliferae), encontrada na regidao mediterranea com acéao diurética
e propriedade antiespasmodica muscular, utilizada como droga
coronariodilatadora.

Em 1965 foi descrita pela primeira vez sua propriedade protetora
contra a obstrucdo brénquica antigeno-induzida. Nesta ocasiéo foi lan¢cado no
mercado com a indicacao principal direcionada para o tratamento de jovens
com evidéncias de asma de causa alérgica. O cromoglicato de sodio (cromolina
sbdica) foi a primeira medicacdo a ser introduzida exclusivamente para
prevencao dos sintomas da asma, tendo ocorrido a extenséo para o tratamento
da rinite em 1971. Em 1986 ocorreu o lancamento de outra droga do grupo das
cromonas, o nedocromil sddico, com maior poténcia que o cromoglicato.

A cromolina e o nedocromil diferem estruturalmente, porém
acredita-se que compartilhem um mecanismo comum, isto é, uma alteracdo na
funcdo dos canais de cloreto retardados na membrana celular, inibindo a
ativacao celular (Barnes, 1993). Como decorréncia da ndo desgranulacdo dos

mastocitos ocorre inibicdo da liberagdo dos mediadores inflamatorios e
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citocinas, bem como inibicdo da producédo de leucotrienos, reduzindo também a
ativacdo e a migracao de eosinodfilos através da inibicdo do PAF e LTD4 (Rand
et al.,, 1990). Os mecanismos de acdo, entretanto, ndo estdo totalmente

elucidados.

1.3.4. Modelos animais de asma

A evolucdo nos estudos dos mecanismos envolvidos na
patogénese da asma surgiu principalmente, a partir de trabalhos realizados
experimentalmente com animais. Existe uma grande diversidade de modelos
experimentais 0s quais s&o utilizados visando mimetizar as alteracdes
observadas durante o desenvolvimento do processo asmatico. Na maioria,
estes modelos basicamente consistem do procedimento de imunizagéo
antigénica associado a varios estimulos (Jancar et al., 1997). Assim, podemos
estudar “in-vitro” e “in-vivo” a resposta do antigeno, ao nivel das vias aéreas,
em modelos animais onde a sensibilizagdo a um determinado alérgeno leva ao
desenvolvimento de processo inflamatorio similar ao encontrado em pulmdes

de asmaticos.

Em 1983, Abraham et al., descreveram um modelo de resposta
asmatica tardia em ovelhas o qual consistia na sensibilizacdo com Ascaris
suum, onde se desenvolvia nas vias aéreas uma obstrucdo precoce seguida de
uma obstrucdo tardia consequiente ao desafio antigénico pela via inalatoria.
Neste modelo, a obstrucdo das vias aéreas foi maior durante a resposta
precoce do que na resposta obstrutiva tardia. Este resultado, na realidade, é o
oposto do que ocorre com a resposta obstrutiva asmatica no homem. A

resposta tardia neste modelo estava associada ao desenvolvimento do
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aumento da reatividade contratii das vias aéreas. A desgranulacdo dos
mastoécitos pelo composto 48/80 também foi capaz de produzir a resposta
precoce e tardia em ovelhas, sugerindo que, nestes animais ambas as
respostas eram dependentes da liberacdo de mediadores derivados dos

mastoécitos(Rossi et al., 1984).

A resposta asmatica tardia foi descrita e estudada em um modelo
desenvolvido em coelhos por Shampain et al. (1982). Os coelhos foram
inicialmente imunizados através de injecdes intraperitoniais de Alternaria
tenius, em dois momentos, 24 horas apds 0 nascimento, onde ocorre a
producéo preferencial do anticorpo IgE para este antigeno, e com 7 dias apos o
nascimento, levando a producao de IgE e IgG. Apds o desafio dos dois grupos
através da inalacdo de Altemaria tenius, foi observado que mesmo os coelhos
que produziram preferencialmente apenas IgE desenvolveram obstrucéo
precoce e tardia das vias aéreas. Os resultados obtidos sugeriram que IgE
antigeno-especificas é necessaria para iniciar o processo de desenvolvimento
da asma tardia induzida pelo antigeno e que a IgG antigeno-especifica nao

estava associada ao processo asmatico tardio (Behrens et al., 1984).

Carvalho et al. (1999) evidenciaram em estudos histopatolégicos
que a imunizacdo de camundongos através do implante de um pequeno
fragmento de ovo de galinha no tecido subcutdneo produzia infiltracdo de
eosinofilos ao nivel peribrénquico, perivascular e intraepitelial do tecido
pulmonar desses animais. Em estudos realizados por Sasaki et al. (1987) ficou
demonstrado que cachorros pré-tratados com metirapone, um inibidor da
sintese de cortisol, e sensibilizados com Ascaris suum apresentaram tanto a

reacdo de fase aguda como a resposta tardia. Nos cachorros que exibem a
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resposta tardia, foi observado aumento dos neutréfilos no lavado bronco-
alveolar bem como acumulo de neutréfilos no interior das paredes

bronquiolares.

Macacos sensibilizados por inalacdo de Ascaris suum
desenvolviam uma resposta asmatica tardia apés serem submetidos ao desafio
antigénico. A andlise do lavado bronco-alveolar, apds o desafio, revelou
aumento significativo no percentual de neutréfilos e eosinoéfilos (Wegner et al.,

1987).

O modelo imunolégico de inducdo de obstrucdo das vias aéreas
pela administracdo do alérgeno é frequentemente utilizado em cobaias. A
reacdo anafilatica é severa, podendo até ser letal, em cobaias ativamente
sensibilizadas que sofrem desafios com o antigeno especifico (Hutson, 1989).
Esta reacéo foi descrita pela primeira vez em 1910 por Auer e Lewis e estava
associada a uma severa broncoconstricdo. Em 1989, Pretolani et al., e em
1993, Capaz et al., sensibilizaram ativamente cobaias com injecées
subcutaneas de solucédo de ovoalbumina. Apos duas semanas era repetido a
aplicacdo do antigeno (reforco), e sete a dez dias apds a segunda injecao os

animais eram sacrificados para a realizacdo dos experimentos.

Outro modelo animal utilizado na investigacdo do processo
asmatico € a sensibilizacdo antigénica mais frequente com ovoalbumina em
ratos Wistar ( Bellofiore & Marin, 1988; Watanabe & Mishima, 1990). A
provocacao das vias aéreas com ovoalbumina, nesta situacdo, leva claramente
ao aparecimento das duas fases aguda e tardia (Lissen et al., 1991; Martin et

al., 1993; Viana & Garcia-Leme, 1995).
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1.3.5. Supersensibilidade pré e pos juncional

Em 1949, Cannon estabeleceu o termo supersensibilidade para o
fendmeno obtido com a desnervacédo diferenciando-o da hipersensibilidade,
gue é um fenbmeno de origem imunolégica. Em 1961, Canon & Rosenblueth
demonstraram que seccionando neurdnios motores eferentes, da musculatura
estriada se obtém maior irritabilidade na estrutura inervada, quando isolada,
sendo mais expressivo este aumento na regido da placa motora.

A obtencdo e deteccdo de supersensibilidade pode ser
conseguida por métodos cirargicos (desnervacdo e descentralizacdo) e
farmacoldgicos (tratamento com cocaina, reserpina, 6-hidroxidopamina,
bloqueadores ganglionares ou bloqueadores de receptores)(Trendelenburg et
al., 1962).

Analisando a supersensibilidade que é obtida para as aminas
simpaticomiméticas Trendelenburg (1963) postulou a divisdo desse fenbmeno
em dois tipos. O primeiro pode ser produzido pela cocaina e a sua principal
caracteristica € a grande especificidade para a noradrenalina (NA) e outras
aminas simpaticomiméticas, estruturalmente relacionadas com a NA. Este tipo
de supersensibilidade independe de tempo para sua obtencéo e esta ligado a
mecanismos que aumentam o agonista na fenda pos-sinaptica. O segundo tipo
de supersensibilidade pode ser obtido por procedimentos como a desnervacéo,
a descentralizacdo e por procedimentos farmacoldgicos que alteram a
eficiéncia da neurotransmissdo como bloqueadores farmacoldgicos. Este tipo
de supersensibilidade é inespecifico, ocorre para varios agonistas, e

dependente de tempo para sua instalagao.
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Em 1966, Trendelenburg introduziu os termos pré-sinapticos, para
indicar a supersensibilidade obtida com o emprego da cocaina, e pds-sinaptico,
para indicar o aumento de sensibilidade apds desnervacao, descentralizacéo e
reserpinacdo cronica. O termo pré-singptico impde que alguma alteracao
localizada no componente neuronal da juncao efetuadora é responsavel pelo
fendbmeno de supersensibilidade, enquanto que o termo pos-sinaptico, indica
que alguma alteracdo ocorreu no componente efetuador (células musculares
lisas, glandulas, tecido cardiaco, etc.) decorrente de modificacbes anatomo-
funcionais dos elementos neuronais. Neste contexto o termo supersensibilidade
pos-sinaptica indica a chamada verdadeira supersensibilidade, isto €, aquela
decorrente de uma alteracdo da resposta a qualquer estimulo aplicado ao
sistema efetuador.

Em 1972, Flemming et al. demonstraram que a diminuicdo do
contato do mediador excitatério com o seu receptor seria 0 principal fator que
desencadearia alteracées no tecido onde se localiza este receptor, as quais
seriam responsaveis pela resposta mais acentuada que o mesmo apresentava
quando estimulado. Este aumento de resposta demonstra a natureza
adaptativa tanto da membrana das células como também dos mecanismos de
transducao de sinal intracelular a concentracdo de mediadores excitatorios.

Considerando que as jun¢des neuro-efetuadoras periféricas néo
representam verdadeiras “sinapses”, termo reservado para indicar a
continuidade entre neurdnios, Flemming et al (1973) sugeriram o uso das
denominacdes pré-juncional e pds-juncional para substituir aqueles propostos
por Trendelenburg (1966). Flemming et al.(1973) consideraram que a
supersensibilidade pds-juncional é idéntica a supersensibilidade pds-sinaptica e
corresponde a supersensibilidade por desuso, termo proposto por Sharpless
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(1964), para indicar o aumento de sensibilidade quando o fenbmeno ocorria ao
nivel do SNC.

Como provaveis mecanismos da supersensibilidade pos-juncional
temos: aumento no numero de receptores caracterizado no mausculo
esquelético e SNC, mas ndo na musculatura lisa (Thesleff, 1974); alteracdo de
propriedades eletrofisiolégicas da membrana, por exemplo, despolarizacdo
parcial da membrana (Urquilla & Flemming, 1975); aumento no numero de
conexdes entre as células musculares lisas a desnervacdo aumentaria o
namero de nexus (Goto et al., 1976); modificacBes na disponibilidade de calcio,
aumento na permeabilidade e/ou na retencdo da membrana ao calcio (De
Moraes, 1976); alteracbes ao nivel da transducdo do sinal farmacologico
(dismukes & Daly, 1975).

Mais recentemente vérias situacbes tem sido associadas ao
fenbmeno de supersensibilidade como desmostraram Ikeno et al. (2000) ao
realizarem o pré-tratamento com o composto AF64A, inibidor da captacédo de
colina nas terminacdes nervosas parassimpaticas, e obter um aumento de
resposta contratil, supersensibilidade no musculo liso da iris de rato. Flemming
(1999) obteve SS ao utilizar a acao inibitéria de opidides nos neurénios tipo S
do plexo mioentérico de cobaias. Ma et al. (1998) observaram que a
ovarectomia induz supersensibilidade a histamina e serotonina em aorta
isolada de coelha, sendo este processo revertido quando administrado nas
coelhas 17beta-estradiol.

A nebulizagdo de medicamentos com a acdo broncodilatadora
para o tratamento de crises asmaticas é freqlentemente utilizada tanto em
ambiente hospitalar como comunitario. A resposta com esta terapia € rapida
devido a acdo imediata sobre a arvore respiratoria. Os broncodilatadores mais
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comuns que apresentam forma farmacéutica para serem nebulizados sdo os
agonistas B, adrenérgicos (fenoterol) e antagonistas muscarinicos (brometo de
ipratrpio).

O emprego de drogas anticolinérgicas, por nebulizacdo promove o
alivio imediato das crises asmaticas. O uso crénico destas drogas, no entanto,
segundo o0 exposto acima, poderia eventualmente desencadear uma resposta
adaptativa ao nivel das vias respiratorias, principalmente apds o tratamento
cronico. Esta adaptacdo poderia ser detectada quando da interrupgéo abrupta
do tratamento. Em fungcdo dessas evidéncias e com a intencdo de testar esta
hipotese, estudamos no presente trabalho a responsividade das vias aéreas,
mais especificamente, a resposta contractil da traquéia isolada, um modelo
classico para este estudo (Sekizawa et al., 1993), ap6s o tratamento crbnico e
a retirada abrupta de brometo de ipratrépio, um dos sendo, 0 antagonista
colinérgico mais utilizado no tratamento da asma.

Em funcéo da curta meia vida desta droga, a administracao deve
ser feita com intervalos de 4/4 horas, o que dificulta sobremaneira o
desenvolvimento de um modelo para o estudo em questdo. Assim com esta
finalidade construimos também, paralelamente, um sistema para administracao
de drogas pela via inalatéria, com controle de tempo computadorizado. Este
sistema permitiu que a administracdo do brometo de ipratrépio fosse feita
precisamente de 4 em 4 horas e sem necessitar da presenca do

experimentador.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

¢ Detectar as alteracOes da retirada abrupta de brometo de ipratropio, apos

tratamento crénico, na contratilidade de traquéias isoladas de ratos.

Objetivos especificos

¢ .Analisar, ao longo do tempo, os efeitos da retirada abrupta de brometo de
ipratropio ap0Os tratamento cronico, na resposta contractil de traguéias

isoladas de ratos ao carbacol, serotonina, potassio e estimulo elétrico.

¢ Evidenciar, se as alteracfes de contratilidade traqueal detectadas, também

se manifestam em animais sensibilizados e desafiados a ovoalbumina.

¢ Verificar a participacao dos canais de célcio nas alteragcfes de contratilidade
detectadas em traquéias isoladas de ratos submetidos a retirada abrupta

apos tratamento crénico com brometo de ipratrépio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Animais

Em todos os experimentos realizados, foram utilizados ratos
(Rattus novergicus, variedade Wistar) machos com peso entre 200 e 250 g no
inicio dos experimentos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Cearé localizado no Campus do Pici e dos Biotérios Setoriais do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram alojados, divididos em
grupos de cinco por gaiola, e assim mantidos durante uma semana para
ambientacdo. O manuseio dos animais consistiu em limpeza diaria das gaiolas

e fornecimento “ad libitum” de agua e racao em pellets.

3.1.2. Solugdes e drogas utilizadas

Brometo de ipratropio (Atrovent®, Boehringer Ingelheim do Brasil)

e Carbacol (Sigma Chemical Co.)

e Cloreto de Célcio (Quimibras Ind. Quimicas S.A.)

e Cloreto de potassio (Merck S.A. Ind. Quimicas)

e Hidroxido de Aluminio (Sanofi Winthrop Farmacéutica Ltda.), Rio de

Janeiro, RJ

e Ovoalbumina (Sigma Chemical Co.)
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Serotonina (Sigma Chemical Co.)

Solucéo Fisioldgica 0,9% (NaCl 9g/1l)

Solucéo de Krebs-Henseleit (mMol/l): NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl,.2H,0 2,5;

KH2PO,4 1,2; MgS04.7H,0 1,2; NaHCO3 25,0; Glicose 11,0

Solucdo de Krebs-Henseleit sem célcio (mMol/l): NaCl 113,0; KCI 4,7;

KH2PO,4 1,2; MgS04.7H,0 1,2; NaHCO3 25,0; Glicose 11,0.

3.1.3. Equipamentos utilizados

Balanca para pesagem de animais, modelo ID-1500 (Filizola)

Balanca Analitica (A&D Company, Modelo 50004)

Bomba de aquecimento com temperatura controlada (Haake)

Cronémetro (Cassio)

Estimulador elétrico (Grass, modelo S48K)

Nebulizador ultrassénico (US-1000, ICEL, Séo Paulo, Brasil)

Programa MicroCal Origin v.2.94

Sistema de aquisicdo de dados acoplado a um microcomputador com

programa grafico (ambos desenvolvidos no laboratério).

Transdutor isométrico (Narco Biosystems Co., modelo F60)

Temporizador automatico RoDetla (T-1600)
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3.2. METODOS

3.2.1. Tratamento cronico com Brometo de ipratropio (Bl)

3.2.1.1. Sistema de inalac&o

Foi elaborado e utilizado um sistema de inalagdo desenvolvido no
Laboratério de Farmacologia do Aparelho Respiratério (LAFAR). Este sistema
consistia em uma caixa de acrilico medindo 40 x 40 x 15 cm (camara de
inalacdo). Esta caixa possuia uma tampa removivel que permite a introducéo e
remocao dos animais. Nos cantos da porcdo superior (tampa) existiam dois
grandes orificios aos quais foram acoplados dois ventiladores (“coolers” de
computador) visando manter a aeracao. Os dois ventiladores foram colocados
de tal maneira que um jogava para dentro, e 0 outro retirava o ar da camara,
funcionando, portanto, este uUltimo como exaustor. Nas porcdes laterais da
caixa existiam dois orificios: um através do qual era oferecida agua aos animais
através de um bebedouro, e outro para o acoplamento do nebulizador (Figura
1).

O nebulizador e os ventiladores foram ligados a rede elétrica
através de um temporizador permitindo que fossem feitas nebulizacdes com
duracdo e em periodos determinados ao longo do dia, sem a presenca do
experimentador. O temporizador automético, no momento da inalacéo,
provocava a desativacdo da ventilacdo artificial e acionava o nebulizador,
mantendo-o ligado pelo intervalo de tempo pré-estabelecido, e ao fim do
processo reativava a ventilagdo até o momento do inicio do préximo ciclo

(Figura 2).
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3.2.1.2. Administracéo cronica do Bl.

ApOGs o periodo de ambientacdo, os animais ficaram na camara
para serem submetidos a inalagdo de uma solucdo contendo brometo de
ipratropio (600uM) (grupo teste) com duracdo de 7 minutos. Este procedimento
se repetiu a cada quatro horas durante um periodo de 14 dias. Utilizaram-se
duas camaras de inalacdo, uma para 0s animais que inalaram o brometo de
ipratrépio e outra para 0s animais controle, os quais eram submetidos ao
mesmo protocolo de inalagcéo, tendo como substancia inalada apenas o veiculo
(NaCl 0,9%). A entrada e a saida de ar (ventilacdo de exaustdo) da camara de
inalacdo utilizada para o grupo experimental era proveniente e se dirigia ao
meio externo através de tubos de “PVC”. Este procedimento visava evitar a

eventual contaminacao do ar inalado pelos animais controle.
3.2.2. Sensibilizagcao e desafio antigénico

Os animais foram sensibilizados ativamente por meio de injecées
intraperitoneais de 0,66 ml de uma solucédo contendo 10 ml de solucéo salina
(NaCl 0,9 %) a qual foram adicionados 10 mg de AI(OH); e apds agitacdo
vigorosa por cerca de 3 minutos, mais 100 ul de ovoalbumina (1 pg/ml). A
injecao foi administrada no inicio dos experimentos (dia zero) e 14 dias apds 0s
animais foram colocados na camara de inalacdo para serem submetidos ao

tratamento crénico com brometo de ipratropio.

Os animais sensibilizados foram submetidos ao desafio antigénico
por meio da inalacdo de ovoalbumina. O desafio antigénico
(broncoprovocacao) ocorreu no 13° dia apds o inicio do tratamento com

brometo de ipratrépio, ou seja, (27 dias apés a sensibilizacdo), portanto 24
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horas antes do fim do tratamento com brometo de ipratrépio. Para a realizacao
do desafio antigénico os animais eram retirados da camara de inalacdo e
colocados em outra caixa de acrilico, onde individualmente inalavam
ovoalbumina dissolvida em solucéo nebulizada durante um periodo total de 30
minutos. Este tempo de inalacdo era dividido em duas sessdes sequénciais de
15 minutos nas concentracdes de ovoalbumina de 1mg/ml e 5mg/ml,

respectivamente.
3.2.3. Avaliacéo da contratilidade da musculatura traqueal

3.2.3.1. Traquéias isoladas

Apéds o tratamento correspondente de cada grupo 0s animais
foram sacrificados 0, 4, 8 ou 12 horas apds a Ultima inalacdo, e a traquéia
rapidamente removida para uma placa de Petri com solugcdo de Krebs-
Henseleit aerada com mistura carbogénica (95% O, — 5%CO,). Apés a
remocdo do excesso de tecido adjacente, a traquéia foi montada sob a forma
de anéis em um banho para 6érgao isolado contendo 8ml de solucao de Krebs-
Henseleit.

O liquido de incubagéo foi borbulhado continuamente com mistura
carbogénica, e a temperatura foi mantida em 36,5 + 0,5 © C, com o auxilio de
uma bomba de perfusdo com dispositivo de controle de temperatura.

A tensédo aplicada a traquéia foi ajustada em 1g e mantida neste
nivel por um periodo de equilibrio de 1 hora sem troca do liquido de incubacao
com o objetivo de evitar a retirada do brometo de ipratrépio do érgéo.

Contracdes isométricas foram detectadas por intermédio de um
sistema de registro que consistia em um transdutor de for¢a, acoplado a uma

placa de aquisicdo de dados analdgico/digital (A/D). Os dados provenientes do
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transdutor e filtrados pela placa eram adquiridos e expressos em um
computador compativel IBM-PC o que permite a obtencdo em gramas da
contragcdo muscular desenvolvida pela preparacdo (Figura 3). A analise e
“display” dos dados foi realizada através de um programa especifico para
registro de contracdes musculares lisas e cardiacas, inteiramente desenvolvido
em nosso laboratorio.

Os experimentos, sempre que possivel, foram realizados de forma
“pareada”, ou seja, a cada sessao experimental foram montadas uma traguéia
dissecada do grupo experimental e outra do grupo controle, e os dois sistemas
de registro (cuba, transdutor, canal do computador utilizado etc), eram
alternados. Assim se em uma sessdo 0 sistema “A” registrava 0 grupo
experimental e o “B” o controle, na sessdo seguinte ocorria inversao
registrando o “B” o controle e 0 “A” 0 experimental. O “pareamento” permitia
que as condicdes experimentais (liquido de incubacéo, temperatura, solucéo do
agonista utilizada etc) fossem as mesmas para os dois grupos. E a alternancia
de sistemas prevenia, apesar de a calibracdo mostrar perfeita equivaléncia,
uma eventual sistematizacdo de erro causada por diferenca de calibracdo
entres os dois sistemas de registro utilizados.

Apés o periodo de equilibrio foram entdo confeccionadas as curvas
concentracdo-efeito ao carbacol, serotonina, potassio, calcio e ao estimulo

elétrico.
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Figura 3: Aparato utilizado para o registro de contragdes de
orgaos isolados.
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3.2.3.2. Curvas concentracao-efeito para o carbacol, serotonina e potassio

As curvas concentracao-efeito (CCE) foram obtidas utilizando-se
o método cumulativo (Van Rossum & Van den Bring, 1963). As concentracdes
eram adicionadas sucessivamente, acrescidas de um fator igual a 3 (meia
unidade log.). O periodo de tempo limite para que se considerasse total

auséncia de resposta (resposta igual a zero) foi de 90 segundos.

3.2.3.3. Curvas concentracéo-efeito ao calcio

ApoOs a remocédo, conforme protocolo acima, e apds o periodo de
estabilizacdo, o liquido de incubacdo foi trocado por solucdo de Krebs-
Henseleit sem célcio e com EDTA (10° M), 10 minutos ap6s foi obtida a
resposta contractil induzida pelo KCI (10™ M) ou pelo carbacol (10° M) e apés o
relaxamento da resposta obtida, na presenca do agente contratil (KCl ou Cch)
foram confeccionadas as CCE ao calcio. Nas CCE ao calcio obtidas ap6s a
contracdo com carbacol foi acrescentada nifedipina (10° M) com a finalidade de

bloquear a participacao dos canais de calcio voltagem dependente.

3.2.3.4. Curvas concentracdo-efeito para o estimulo elétrico

As curvas ao estimulo elétrico foram realizadas utilizado com um
estimulador que permitia a aplicacao de choques na forma de ondas quadradas

na voltagem de 120 V (voltagem supramaxima), com duracdo de 1 ms. A curva
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concentracdo-efeito era obtida com o incremento gradual da frequéncia de um

fator 2 (0,125, 0,25, 0,5, 1,2, 4, 8, 16, 32, 64 Hz).

3.2.4. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software
Microcal Origin v. 2.94. Os resultados foram expressos como média + E.P.M.
Para comparacao entre os grupos, foi utilizado teste t de Student. A analise ao
nivel da CE50 foi realizada comparando-se a meédia geométrica dos
experimentos individuais para um intervalo de confianca de 95% (I.C.).
Probabilidades iguais ou menores que 0,05 foram aceitas como indicativas de

significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS SUBMETIDOS A UMA UNICA
INALACAO DE BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traquéias isoladas de ratos submetidos a uma Unica inalacdo de
brometo de ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na figura 4. A
tabela 1 apresenta os valores das CE50 e Respostas Maximas obtidas na
figura 4. Podemos observar que as CCE obtidas de traquéias isoladas de
animais submetidos a uma Unica inalacdo de brometo de ipratropio
apresentaram-se desviadas para a direita, em relacdo as CCE obtidas com
traguéias do grupo controle, ocorrendo aumento significativo do valor da CE50

(p<0,01).

4.2. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS IMEDIATAMENTE APOS O
TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracado-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traguéias isoladas de ratos imediatamente apés o fim do
tratamento crénico com brometo de ipratropio e isoladas do grupo controle séo
apresentadas na figura 5. Os valores das CE50 e Respostas Maximas obtidas
nestes experimentos sao apresentados na tabela 2. Note-se que o tratamento
crénico com brometo de ipratrépio induziu evidente diminuicdo de sensibilidade
“ponto a ponto” ao carbacol com desvio a direita na CCE, caracterizada por

significativo aumento do valor das CE50 (p<0,01).
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4.3. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 4 HORAS APOS SUPRESSAO
DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traquéias isoladas de ratos 4 horas apés o fim do tratamento
cronico com brometo de ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na
figura 6. A tabela 3 apresenta os valores das CE50 e Respostas Maximas
obtidas. Podemos observar que as CCE obtidas de traquéias isoladas de
animais submetidos a retirada abrupta 4 horas apés o tratamento crénico com
brometo de ipratropio apresentaram ainda valores de CE50 significativamente
aumentados (p<0,05) ocorrendo aqui, ho entanto um aumento significativo da
Resposta Maxima no grupo experimental (30,7%) em relacéo ao grupo controle

(p<0,05).

4.4, RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 8 HORAS APOS SUPRESSAO
DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracao-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traquéias isoladas de ratos 8 horas apés o fim do tratamento
cronico com brometo de ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na
figura 7. Os valores das CE50 e Respostas Maximas obtidas sédo apresentados
na tabela 4. Podemos observar aumento de 32% na média das Respostas
Méaximas obtidas de traquéias isoladas de animais submetidos ao tratamento e
retirada do brometo de ipratrépio em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Nao

foi observada, no entanto, alteracdo significativa das CE50 obtidas.
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45. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 12 HORAS APOS
SUPRESSAO DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE
IPRATROPIO.

As curvas concentracao-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traquéias isoladas de ratos 12 horas apés o fim do tratamento
cronico com brometo de ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na
figura 8. Os valores das Respostas Maximas e CE50 obtidas estédo
especificadas na tabela 5. Podemos observar que ocorreu um aumento
significativo (p<0,01), de 56,2% na média das Respostas Maximas obtidas de
traguéias isoladas de animais tratados quando comparados ao grupo controle.
Ocorreu ainda um aumento significativo “ponto a ponto” ao longo de boa parte

da CCE.

4.6. RESPOSTA CONTRATIL A SEROTONINA, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 12 HORAS APOS
SUPRESSAO DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE
IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE), médias obtidas para
serotonina (5HT), com traquéias isoladas de ratos 12 horas apés o fim do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio e de ratos controle séo
apresentadas na figura 9. A tabela 6 apresenta os valores das CE50 e
Respostas Maximas obtidas. Da mesma forma que o obtido para o carbacol, as
CCE obtidas para a serotonina com traquéias do grupo experimental,
apresentaram um aumento significativo (p<0,01) de 79,6% na média das

Respostas Maximas obtidas quando comparadas com grupo controle, sem
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significativa alteracdo da CE50. Ao longo de praticamente quase toda a curva

obtida ocorreu ainda um aumento significativo “ponto a ponto”.

4.7. RESPOSTA CONTRATIL AO POTASSIO, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 12 HORAS APOS
SUPRESSAO DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE
IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE), médias obtidas para o
potassio, com traquéias isoladas 12 horas apos o fim do tratamento crénico
com brometo de ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na figura 10. A
tabela 7 apresenta os valores das CE50 e Respostas Maximas obtidas.
Também aqui nas CCE obtidas para o potassio, pode-se notar que ocorreu
aumento significativo (p<0,01) de 81,4% na média das Respostas Maximas
obtidas de traquéias isoladas de animais submetidos ao tratamento e retirada
por 12 horas do brometo de ipratrépio em relacdo ao grupo controle. Nao

ocorreu alteracao significativa ao nivel da CE50.

4.8. RESPOSTA CONTRATIL AO ESTIMULO ELETRICA, APRESENTADA
POR TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS 12 HORAS APOS
SUPRESSAO DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE
IPRATROPIO.

As curvas frequéncia-resposta, médias obtidas com traquéias
isoladas de ratos 12 horas apés o fim do tratamento crénico com brometo de
ipratrépio e de ratos controle sdo apresentadas na figura 11. As Respostas
Maximas e as CE50 obtidas estdo arroladas na tabela 8. Ocorreu evidente e

significativo (p<0,01) aumento de 31,2% na média das Respostas Maximas
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sem aumento significativo da FE50. Podemos observar ainda que o aumento
de contratilidade se manifestou ao longo de toda a parte alta da CCE (figura

11).

4.9. RESPOSTA CONTRATIL AO CALCIO, SUBSEQUENTE A
CONTRACAO INDUZIDA PELO CARBACOL, EM TRAQUEIAS
ISOLADAS DE ANIMAIS, 12 HORAS APOS SUPRESSAO DO
TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE) médias obtidas para o
calcio, apos contracdo induzida pelo carbacol, em traquéias isoladas de ratos
12 horas ap6s o fim do tratamento crénico com brometo de ipratropio e de ratos
controle sdo apresentadas na figura 12. A tabela 9 apresenta os valores das
CE50 e Respostas Maximas obtidas. Podemos observar que ocorreu aumento
significativo (p<0,01) de 30,7% na média das Respostas Maximas obtidas de
traguéias isoladas 12 horas apos o fim do tratamento crénico com brometo de
ipratrépio em relacdo ao grupo controle. Este incremento na resposta contratil
induzida pelo célcio entrando pelos canais abertos pelo carbacol (canais ROC)

apresentou-se ao longo de toda a parte alta da curva.

4.10. RESPOSTA CONTRATIL AO CALCIO, SUBSEQUENTE A
CONTRACAO INDUZIDA PELO POTASSIO, EM TRAQUEIAS
ISOLADAS DE ANIMAIS, 12 HORAS APOS SUPRESSAO DO
TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

As curvas concentracdo-efeito (CCE) médias obtidas ao célcio,
apos contracdo induzida pelo potassio, em traquéias isoladas de ratos 12 horas

apos o fim do tratamento crénico com brometo de ipratrépio e de ratos controle
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sdo apresentadas na figura 13. A tabela 10 apresenta os valores das CE50 e
Respostas Maximas obtidas. Manifestou-se aumento significativo (p<0,01) de
54% na média das Respostas Maximas obtidas quando comparado o grupo
experimental ao grupo controle. Da mesma forma que o ocorrido para o
carbacol a resposta contratil induzida pelo célcio via canais abertos pelo
potassio (canais VOC) apresentou-se aumentada ao longo de toda a parte alta

da curva.

4.11. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS SENSIBILIZADOS E
DESAFIADOS A OVOALBUMINA IMEDIATAMENTE APOS
SUPRESSAO DO TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE
IPRATROPIO.

As curvas concentragdo-efeito (CCE), médias obtidas para o
carbacol, com traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados a
ovoalbumina, imediatamente apods o fim do tratamento crénico com brometo de
ipratropio e de ratos controle sdo apresentadas na figura 14. A tabela 11
apresenta os valores das CE50 e Respostas Maximas referentes a estes
experimentos. Também em animais sensibilizados e desafiados a ovoalbumina
ocorreu evidente e significativo (p<0,01) aumento da CE50 com consequente

desvio para a direita da CCE obtidas.
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4.12. RESPOSTA CONTRATIL AO CARBACOL, APRESENTADA POR
TRAQUEIAS ISOLADAS DE ANIMAIS SENSIBILIZADOS E
DESAFIADOS A OVOALBUMINA 12 HORAS APOS SUPRESSAO DO
TRATAMENTO CRONICO COM BROMETO DE IPRATROPIO.

Ao compararmos as CCE obtidas para o carbacol, obtidas com
traguéias isoladas de animais ndo desafiados e tratados apenas com solucéo
salina (controle do grupo submetido a supressao por 12 horas, Fig. 8 e tabela
5) com o grupo desafiado e tratados com solucdo salina (grupo controle,
figura 15 e tabela 12) observamos a presenca evidente de hiperreatividade
induzida pelo desafio antigénico caracterizada pelo aumento significativo da
Resposta Maxima (RM-12: CONT. =1,69(0,04); BI. =2,48(0,19) gF p<0,01).

A figura 15 apresenta as curvas concentracdo-efeito (CCE),
médias obtidas para o carbacol, com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
e desafiados a ovoalbumina. Em um grupo de animais 0s experimentos foram
realizados 12 horas apos o fim do tratamento crébnico com brometo de
ipratrépio e em outro apos a inalacdo de solucdo salina (controle). A tabela 12
apresenta os valores das CE50 e Respostas Maximas obtidas. Podemos
observar também aqui em animais sensibilizados e desafiados, aumento
significativo (p<0,01) de 40,3% na média das Respostas Maximas obtidas com
0 grupo experimental em relacdo ao grupo controle sem alteracéo

estatisticamente significante ao nivel da CE50.
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Figura 4. Curvas concentracao-efeito ao carbacol em traguéias
isoladas de ratos submetidos a uma unica inalacdo de
brometo de ipratropio (BI).

Os animais do grupo Bl inalaram solucédo de brometo de ipratropio
(600uM) durante 7 minutos e o grupo controle inalou apenas
solucéo salina (NaCl 0,9%). O numero de experimentos de cada

grupo esta apresentado entre parénteses. * p<0,05, ** p<0,01 em
relacdo ao grupo controle (teste “t” de Student). As barras verticais
representam os E.P.M.
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Tabelal. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito ao
carbacol (Cch), realizadas com traguéias isoladas de ratos submetidos a
uma Unica inalagéo de brometo de ipratropio (Bl).

GRUPO CE50x 107 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (EP.M) 4
Controle * 1,78 1,72 4
(1,32-2,32) (0,14)
BI ¥ 14.6* 1,63 4
(2,05-58,1) (0,16)

¢ Os valores representam a media geométrica das concentracbes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padréo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.
¥ Animais submetidos a uma Unica inalacdo de brometo de ipratrépio (600uM) durante 7 minutos.
* Animais submetidos a inalacéo de solucéo salina (NaCl 0,9%).

* p<0,05 emrelacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 5. Curvas concentracdo-efeito ao carbacol em
traquéias isoladas de ratos imediatamente apds o
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (Bl).

Os animais do grupo BI foram submetidos a supresséo imediata
do tratamento crénico por inalacdo de brometo de ipratrépio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solugdo salina (NaCl 0,9%). O
namero de experimentos de cada grupo esta apresentado entre

parénteses. * p<0,05, ** p<0,01 em relacéo ao grupo controle
(teste “t” de Student). As barras verticais representam os E.P.M.
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Tabela2. CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracéo-efeito ao
carbacol (Cch), realizadas com traquéias isoladas de ratos imediatamente
apos o tratamento crénico com brometo de ipratropio (BI).

GRUPO CE50x 10’ M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C) ¢ (EP.M) 4
Controle * 2,33 2,40 4
(1,25—4,32) (0,15)
BI ¥ 42 5% * 2,26 4
(21,1-85,8) (0,09)

¢ Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padréo da Média das Respostas Maximas em gF de tensdo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalacdes periddicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracéo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias

* Animais submetidos a inalacéo de solucéo salina (NaCl 0,9%).
** p<0,01 emrelagdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras néo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 6. Curvas concentragdo-efeito ao carbacol em
traquéias isoladas de ratos 4 horas ap6s a supressdo do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (BI).

Os animais do grupo BI foram submetidos a supressao de 4 horas
do tratamento cronico por inalacdo de brometo de ipratrépio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solucdo salina (NaCl 0,9%). O
namero de experimentos de cada grupo esta apresentado entre

parénteses. * p<0,05 em relagdo ao grupo controle (teste “t” de
Student). As barras verticais representam os E.P.M.
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Tabela3. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito ao
carbacol (Cch), realizadas com traquéias isoladas de ratos 4 horas apos a
supressao do tratamento crénico com brometo de ipratropio (BI).

GRUPO CE50x 107 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(1.C)® (E.P.M.) 4
Controle * 4,03 1,82 4
(2,92 -5,57) (0,10)
Bl ¥ 7,16% * 2,38 * 4
(3,11-16,4) (0,32)

¢ Os valores representam a média geométrica das concentracbes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalaces periodicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 4 horas de supresséo do tratamento.

* Animais submetidos a inalagdo de solucao salina (NaCl 0,9%).

* p<0,05 emrelacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
** p<0,01 em relacéo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 7. Curvas concentragdo-efeito ao carbacol em
traquéias isoladas de ratos 8 horas apdés a supressao do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (BI).

Os animais do grupo BI foram submetidos a supresséo de 8 horas
do tratamento crbnico por inalacdo de brometo de ipratropio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solugdo salina (NaCl 0,9%). O
namero de experimentos de cada grupo esta apresentado entre

parénteses. * p<0,05 em relacdo ao grupo controle (teste “t” de
Student). As barras verticais representam os E.P.M.
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Tabela4. CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito ao
carbacol (Cch), realizadas com traguéias isoladas de ratos 8 horas apos a
supresséo do tratamento crénico com brometo de ipratropio (Bl).

GRUPO CE50x 107 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C) ¢ (EP.M) #
Controle * 2,70 2,31 Z
Bl ¥ 2,19 3,05* 5
(1,04 —4,63) (0,24)

¢ Qs valores representam a meédia geométrica das concentragdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padréo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalagdes periddicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 8 horas de supressao do tratamento.

% Animais submetidos a inalacao de solucao salina (NaCl 0,9%).

* p<0,05 emrelacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 8. Curvas concentracdo-efeito ao carbacol em
traquéias isoladas de ratos 12 horas ap6s a supressédo do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (BI).

Os animais do grupo Bl foram submetidos a supressdo de 12
horas do tratamento crénico por inalagdo de brometo de ipratrépio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solucdo salina (NaCl 0,9%). O
namero de experimentos de cada grupo esta apresentado entre

parénteses. * * p<0,01 em relagéo ao grupo controle (teste “t”
de Student). As barras verticais representam os E.P.M.
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Tabela5. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito ao
carbacol (Cch), realizadas com traquéias isoladas de ratos 12 horas apés
a supressao do tratamento crénico com brometo de ipratropio (Bl).

GRUPO CE50x 107 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (EP.M) #
Controle * 2,27 1,69 5
Bl ¥ 246 2,64 ** 5
(1,81-3,36) (0,23)

¢ Os valores representam a media geonétrica das concentragdes molares que produziram respostas
iguais a 50%da resposta maxima, emexperimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%
4 Média aritmética + Erro Padrao da Média das Respostas Maximas emgF de tens&o desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalacBes periddicas de brometo de ipratropio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supresséo do tratamento.

* Animais submetidos a inalacdo de solucdo salina (Nadl 0,9%).
** p<0,01 emrelaggo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras n&o pareadas.
¢ NUmero de experimentos.
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Figura 9. Curvas concentracdo-efeito a serotonina (5-HT)
em traquéias isoladas de ratos 12 horas apés a supresséo
do tratamento crénico com brometo de ipratrépio (Bl).

Os animais do grupo Bl foram submetidos a supressao de 12
horas do tratamento crbénico por inalacdo de brometo de
ipratrépio (600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante
14 dias.O grupo controle inalou apenas solucdo salina (NacCl
0,9%). O numero de experimentos de cada grupo esta

apresentado entre parénteses. * p<0,05, ** p<0,01 em relacéo
ao grupo controle (teste “t” de Student). As barras verticais
representam os E.P.M.
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Tabela6. CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito a
serotonina (5HT), realizadas com traquéias isoladas de ratos 12 horas
apos a supressédo do tratamento crénico com brometo de ipratrépio (Bl).

GRUPO CE50 x 10°%M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (EP.M) #
Controle * 514 0,59 5
(3,36 — 7,86) (0,04)
BI ¥ 2,60 1,06 * * c
(1,50 — 4,52) (0,10)

¢ Os valores representam a meédia geométrica das concentracdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

& Média aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalagdes periddicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supresséao do tratamento.

% Animais submetidos a inalacéo de solucéo salina (NaCl 0,9%).
** p<0,01 emrelacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras néo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 10. Curvas concentracdo-efeito ao potassio (KCl) em
traquéias isoladas de ratos 12 horas ap0s a supressédo do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (Bl).

Os animais do grupo Bl foram submetidos a supressédo de 12
horas do tratamento cronico por inalagdo de brometo de
ipratrépio (600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14
dias.O grupo controle inalou apenas solugéo salina (NaCl 0,9%).
O numero de experimentos de cada grupo esta apresentado

entre parénteses. * p<0,05, ** p<0,01 em relacdo ao grupo

controle (teste “t” de Student). As barras verticais representam os
E.P.M.
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Tabela 7. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracéo-efeito ao cloreto
de potassio (KCl), realizadas com traquéias isoladas de ratos 12 horas apos
a supressao do tratamento cronico com brometo de ipratropio (Bl).

GRUPO CE50x 10 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (EP.M) 4
Controle * 3,84 0,70 4
(2,12 — 6,95) (0,05)
Bl ¥ 2,86 1,27 ** 4
(1,56 —5,25) (0,17)

¢ Os valores representam a média geométrica das concentracdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética * Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalacBes periddicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracéo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supressao do tratamento.

* Animais submetidos a inalacdo de solucéo salina (NaCl 0,9%).
** p<0,01 em relacéo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ NUmero de experimentos.
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Figura 11. Curvas frequéncia-resposta a estimulacao elétrica
em traquéias isoladas de ratos 12 horas ap6s a supressao
do tratamento crénico com brometo de ipratrépio (BI).

Os animais do grupo Bl foram submetidos a supressédo de 12
horas do tratamento crénico por inalacdo de brometo de
ipratropio (600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14
dias.O grupo controle inalou apenas solucéo salina (NaCl 0,9%).
Parametros de estimulacdo elétrica: 1ms, 120V. O numero de
experimentos de cada grupo esta apresentado entre parénteses.

* p<0,05, ** p<0,01 em relacdo ao grupo controle (teste “t” de
Student). As barras verticais representam os E.P.M.

89



Tabela8. FE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas frequéncia-resposta a
estimulacdo elétrica’, realizadas com traquéias isoladas de ratos 12 horas
apos a supresséao do tratamento cronico com brometo de ipratrépio (Bl).

GRUPO FE50 RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C) @ (EP.M) 4
Controle * 1,53 1,25 5
(0,56 - 4,20) (0,07)
Bl ¥ 2,02 1,64 * * c
(1,08 - 3,80) (0,06)

¥ Estimulo elétrico: 1ms, 120 V (supra maxima), 0,062 - 64 hertz (fator de acréscimo 2).

¢ Os valores representam a meédia geométrica das freqiiéncias dos estimulos elétricos que produziram
respostas iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de
confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tensao desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalagfes periddicas de brometo de ipratropio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supressao do tratamento.

% Animais submetidos a inalacdo de solucdo salina (NaCl 0,9%).

** p<0,01 emrelacéo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.

¢ NUmero de experimentos.
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Figura 12. Curvas concentracéo-efeito ao calcio (CaCl,)
subseqiientes a contracdo induzida pelo carbacol (10® M) em
traquéias isoladas de ratos 12 horas apds a supressao do
tratamento créonico com brometo de ipratrépio (BI).

Os animais do grupo BI foram submetidos a supressdo de 12
horas do tratamento crénico por inalacdo de brometo de ipratrépio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solucdo salina (NaCl 0,9%). Os
experimentos foram realizados em liquido de incubacdo sem CaZ*
e na presenca de nifedipina (10 M). O nimero de experimentos

de cada grupo esta apresentado entre parénteses. ** p<0,01 em

relacdo ao grupo controle (teste “t” de Student). As barras verticais
representam os E.P.M.
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Tabela9. CES50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracdo-efeito ao calcio
(CaCl,)* subseqiientes & contracdo induzida pelo carbacolV em traquéias

isoladas de ratos, 12 horas apds a supressao do tratamento crénico com
brometo de ipratrépio (Bl)

GRUPO CE50 x10° M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C) @ (EP.M) 4
Controle * 4,42 1,27 6
(1,73-11,2) (0,10)
BIY 4,37 1,66 * * 3
(3,55 —5,38) (0,05)

¢ Os valores representam a media geométrica das concentragcdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tensao desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalaces periddicas de brometo de ipratropio (600uM) com duracéo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supressao do tratamento.

* Animais submetidos a inalacdo de solucao salina (NaCl 0,9%).

V Carbacol 10 M, experimentos realizados

# Os experimentos foram realizados em liquido de incubaciio sem Ca 2* e na presenca de nifedipina 10 M

** p<0,01 emrelagéo grupo controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 13. Curvas concentragdo-efeito ao calcio (CacCl,)
subseqientes a contracdo induzida pelo cloreto de potassio
(101 M) em traquéias isoladas de ratos 12 horas apds a
supressao do tratamento crénico com brometo de ipratropio
(B1).

Os animais do grupo Bl foram submetidos a supressao de 12
horas do tratamento crénico por inalacdo de brometo de ipratropio
(600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas durante 14 dias.O
grupo controle inalou apenas solucdo salina (NaCl 0,9%). Os
experimentos foram realizados em liquido de incubacdo sem
Ca?*. O numero de experimentos de cada grupo esta

apresentado entre parénteses. * p<0,05 em relacdo ao grupo
controle (teste “t” de Student). As barras verticais representam os
E.P.M.
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Tabela 10. CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracao-efeito ao calcio
(CaCl,)* subseqiientes a contracdo induzida pelo cloreto de potassio?
realizadas com traquéias isoladas de ratos 12 horas apés a supressao do
tratamento cronico com brometo de ipratropio (BI).

GRUPO CE50x 104 M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (E.P.M) 4
Controle * 5,96 1,00 6
(3,65—9,73) (0,09)
BI ¥ 5,74 1,54 ** 7
(1,83-6,83) (0,19)

¢ Os valores representam a media geométrica das concentracbes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%.

4 \édia aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalagdes periddicas de brometo de ipratropio (600puM) com duracéo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supressao do tratamento.

* Animais submetidos a inalacdo de solucéo salina (NaCl 0,9%).
V cloreto de potassio 10 M
# Os experimentos foram realizados em liquido de incubagio sem Ca 2

*%* p<0,01 emrelagdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ NUmero de experimentos.
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Figura 14. Curvas concentracdo-efeito ao carbacol em
traquéias isoladas de ratos sensibilizados e desafiados a
ovoalbumina (OVA). Experimento realizado imediatamente
apos o tratamento créonico com brometo de ipratrépio (Bl).

Todos os animais foram sensibilizados e desafiados 24 horas
antes dos experimentos com inalacées de OVA (1mg/ml/15 min,
5mg/ml/15 min) durante 30 minutos. Os animais do grupo BI
foram submetidos ao tratamento crénico por inalacdo de brometo
de ipratrépio (600uM) durante 7 minutos de 4 em 4 horas
durante 14 dias. O grupo controle inalou apenas solugéo salina
(NaCl 0,9%). O numero de experimentos de cada grupo esta

apresentado entre parénteses. * p<0,05 ** p<0,01 em relacao
ao grupo controle (teste “t” de Student). As barras verticais
representam os E.P.M.
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Tabela 11. CE50 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracédo-efeito ao
carbacol (Cch) realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
e desafiados a ovoalbumina (OVA)® imediatamente apds o tratamento
crénico com brometo de ipratropio (BI).

GRUPO© CE50x 10’ M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C)® (E.P.M.) 4
Controle * 2,10 2,83 4
(1,28 — 3,44) (0,34)
BI ¥ 17,13 * * 2,86 A
(4,37 -67,05) (0,17)

® Todos os animais foram sensibilizados e desafiados 24 horas antes do experimentos com inalacdes
de OVA nas concentracdes de 1mg/ml e 5mg/ml, durante 30 minutos.

¢ Os valores representam a média geométrica das concentracdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, com intervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética * Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tenséo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalacBes periddicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias.

* Animais submetidos a inalacéo de solucéo salina (NaCl 0,9%).
** p<0,01 emrelacdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras ndo pareadas.
¢ Numero de experimentos.
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Figura 15. Curvas concentracao-efeito ao carbacol em traquéias
iIsoladas de ratos sensibilizados e desafiados a ovoalbumina. Os
experimentos foram realizados 12 horas ap0s a supressao do
tratamento crénico com brometo de ipratrépio (BI).

Todos os animais foram sensibilizados e desafiados 24 horas antes
dos experimentos com inala¢cdes de OVA (1mg/ml/15 min, 5mg/ml/15
min) durante 30 minutos. Os animais do grupo BI foram submetidos
ao tratamento crénico por inalacdo de brometo de ipratropio (600uM)
durante 7 minutos,4/4 h, durante 14 dias + 12 horas de supressao do
tratamento. O grupo controle inalou apenas solugdo salina (NaCl
0,9%). O numero de experimentos de cada grupo esta apresentado

entre parénteses. * p<0,05 ** p<0,01 em relacdo ao grupo controle
(teste “t” de Student). As barras verticais representam os E.P.M.
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Tabela12. CES0 e Resposta Maxima obtidas de curvas concentracéo-efeito ao
carbacol (Cch) realizadas com traquéias isoladas de ratos sensibilizados
e desafiados a ovoalbumina (OVA)® 12 horas apds a supressédo do
tratamento crénico com brometo de ipratropio (BI).

GRUPO«>> CE50x10'M RESPOSTA MAXIMA N ¢
(.C) ¢ (EP.M) 4
Controle * 477 2,48 5
(2,73—-8,34) (0,19
Bl ¥ 9,98 3,48 ** 4
(2,45—40,50) (0,13

@ Todos os animais foram sensibilizados e desafiados 24 horas antes do experimentos com inalagdes
de OVA nas concentraces de 1mg/ml e 5mg/ml, durante 30 minutos.

¢ Os valores representam a média geométrica das concentragdes molares que produziram respostas
iguais a 50% da resposta maxima, em experimentos individuais, comintervalo de confianca de 95%.

4 Média aritmética + Erro Padrdo da Média das Respostas Maximas em gF de tensdo desenvolvida.

¥ Animais submetidos a inalagOes periodicas de brometo de ipratrépio (600uM) com duracdo de 7
minutos a cada 4 horas durante 14 dias + 12 horas de supressao do tratamento.

* Animais submetidos a inalacédo de solucdo salina (NaCl 0,9%).
** p<0,01 emrelagdo grupo Controle. Teste “t” de Student para amostras néo pareadas.
¢ NuUmero de experimentos.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O blogueio prolongado do contato entre uma célula e o seu
neurotransmissor determina um aumento da reatividade da mesma a estimulos
de qualquer natureza. Cannon (1939), formulou a Lei da Desnervacéo: “A
destruicdo de uma série de neurbnios eferentes imp&e uma maior irritabilidade
aos agentes quimicos na estrutura isolada, sendo os efeitos maximos na parte
diretamente desnervada’. Esta maior irritabilidade observada apds a
desnervacédo foi denominada supersensibilidade (Cannon & Rosenblueth,
1949). A Lei da Desnervacdo foi ampliada por Emmelin (1961), para a
supersensibilidade observada apds o uso cronico de drogas que impedem a
neurotransmissédo. Este autor sugeriu o termo “desnervagdo farmacologica”.
Fleming et al.,, (1973) definiram ainda supersensibilidade (SS) como um
“fendbmeno no qual a quantidade de um agente necesséria para produzir uma
resposta biolégica é menor que a normal”.

Qualquer que seja a resposta biologica considerada, a magnitude
da supersensibilidade deve ser avaliada através da obtencédo de curvas dose-
resposta (CDR). Trendelenburg (1963), ressalta que as medidas quantitativas
da supersensibilidade devem ser baseadas na determinacédo dos afastamentos
horizontais entre as CDR dos grupos controle e experimental. No entanto
Kalsner (1974), estabeleceu, que a avaliacdo da sensibilidade as drogas
poderia e deveria ser feita também pela determinacdo do afastamento vertical
entre as CDR.

Assim, ficou caracterizado a presenca de supersensibilidade néo

s6 quando ha desvio paralelo da CDR, mas, também quando ocorre aumento
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da resposta ponto a ponto e principalmente quando 0 mesmo ocorre ao nivel
da Resposta Maxima.

Os resultados aqui apresentados demonstraram que a
interrupcdo do processo de inalacdo realizado durante 14 dias com o
antagonista colinérgico muscarinico, brometo de ipratrépio (BI) (600 uM, 7 min,
4/4 horas, 14 dias), induziu em traquéias isoladas de ratos, um evidente
aumento tempo dependente da resposta contractil provocada pelo carbacol.
Este aumento da resposta contratil do carbacol se manifestou inicialmente,
quando os experimentos eram realizados 4 horas apds a interrupcdo do
tratamento e atingiu um valor maximo (dentro da faixa de tempo aqui
analisada) 12 horas apds a supressao abrupta do tratamento.

As CCE para o carbacol, em traquéias isoladas de ratos, obtidas
imediatamente apdés a inalacdo Unica de brometo de ipratrépio (Bl) ou
imediatamente apds o fim do tratamento crénico apresentaram desvio da CCE
a direita, e aumento da CE50 em relacdo ao grupo controle, demonstrando,
como esperado, estar o brometo de ipratrépio, agindo como antagonista
competitivo por equilibrio. Nestes experimentos, onde ndo ocorreu retirada
abrupta do brometo de ipratrépio, ndo foi possivel detectar qualquer alteragédo
significativa ao nivel da magnitude da Resposta Maxima. Este conjunto de fatos
é favoravel a idéia de que o aumento das respostas contracteis desencadeadas
pelo carbacol, em traquéias isoladas de rato, estaria relacionado com a
interrupcéo abrupta e com o tempo decorrido apds o fim do tratamento crénico
com brometo de ipratrépio.

Aparentemente fez-se necesséario um certo periodo de tempo de
tratamento, (14 dias), para que ocorressem alteragfes ao nivel da musculatura

lisa da traquéia, e também um certo periodo de tempo de interrupcdo do
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tratamento, para que a acdo bloqueadora do brometo de ipratrépio deixasse de
se manifestar, desmascarando assim a supersensibilidade que teria se
desenvolvido durante o periodo de tratamento crénico com BI.

Alguns  pesquisadores demonstraram a presenca de
supersensibilidade ap6s o tratamento crénico com antagonistas de receptores.
Assim Bernardi et al., (1979) verificaram que a supressao gradativa do
tratamento com haloperidol restaura as funcbes comportamentais de ratos
tratados cronicamente. Neste mesmo tratamento, quando 0s animais Sao
submetidos a retirada abrupta apresentam supersensibilidade a agentes
neurolépticos. Friedman et al., (1969) apresentaram evidéncias de
supersensibilidade a resposta hipotérmica a agonistas colinérgicos, medida
centralmente. Camundongos receberam escopolamina na agua de bebida, por
um periodo de quatro meses, seguido por uma retirada abrupta da droga. A
retirada abrupta resultava em hipotermia espontanea e supersensibilidade
central aos efeitos hipotérmicos da pilocarpina.

Nos experimentos classicos com membrana nictante de gatos a
supersensibilidade resultante quer do pré-tratamento com reserpina ou por
descentralizacdo demonstraram aumento da resposta obtida para a
noradrenalina (Fleming & Trendelenburg, 1961). Em seguida, este fenbmeno
foi classificado como inespecifico porque ficou comprovado que nestas
condicbes também ocorria aumento de resposta para acetilcolina
(Trendelenburg & Weiner, 1962), potassio (Fleming, 1973). Westfall (1970),
demonstrou que a descentralizacdo e o tratamento com reserpina também
produziam em canal deferente de cobaia um quadro de supersensiblidade
inespecifica, viIstO ter demonstrado aumento da responsividade para

noradrenalina, metilfurmetide, histamina e potassio.
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Nossos resultados demonstraram que a supersensibilidade obtida
para a resposta contratil induzida pelo carbacol em traquéias isoladas de ratos
apos a interrupcao por 12 h do tratamento crénico com brometo de ipratropio,
também se manifestou para outros agonistas e estimulos contrateis. Assim
obtivemos supersensibilidade para a serotonina (5HT), cloreto de potassio
(KCI) e ao estimulo elétrico.

Sabidamente a serotonina provoca contracdo da musculatura lisa
da arvore respiratoria, e mais especificamente da musculatura lisa da traquéia
ativando receptores do tipo 5HT;. O KCI ativa a maquinaria contratil através da
despolarizacdo da membrana e conseqlente entrada de calcio e a contracéo
do mdusculo traqueal em resposta ao estimulo elétrico (nos parametros
utilizados neste trabalho) induz a liberacdo de mediadores contracteis e
relaxantes como Substancia P, Neurocinina A, VIP, NO além da propria
acetilcolina apresentando como resultado final uma resposta contractil.

Poder-se-ia tentar explicar a supersensibilidade obtida ao
carbacol, que se manifestou apds a interrupcdo do tratamento crénico com
brometo de ipratropio, como sendo uma possivel alteracdo ao nivel da
estrutura molecular do receptor colinérgico muscarinico, ou mesmo em termos
de alteracdo no numero destes receptores. No entanto, nossos resultados
demonstraram claramente, que as eventuais alteracdes que ocorreram durante
o tratamento crénico com brometo de ipratrépio, € que se manifestaram, apos a
interrupcao do tratamento, ndo sédo especificas para agonistas colinérgicos, sao
independentes do agonista utilizado, sugerindo assim, a existéncia de uma
alteracdo que também independe do receptor e que, portanto, deve estar

situada na efetuacdo do sinal transduzido pelo receptor, localizando-se, desta
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forma, ap6s o0 mesmo, ou seja, na intimidade da célula muscular lisa,
caracterizando a chamada supersensibilidade pos-juncional ou inespecifica.

Assim os resultados aqui apresentados demonstraram, como ja
citado, que o tratamento crénico com Bl induz, em traquéias isoladas de ratos,
um aumento inespecifico da resposta contratii aos diversos agonistas
utilizados, ou seja, uma supersensibilidade que se caracterizou pelo desvio
vertical e pelo aumento da Resposta Maxima. Uma justificativa para esta
inespecificidade poderia ser a ocorréncia de alteracdes pdos-juncionais que
estariam presentes e se manifestariam, ndo importando o método ou agonista
iniciador do processo contratil. Uma situacdo que € comum a todos o0s
procedimentos, aqui utilizado, e que é condicdo “sine qua non” para a
contratilidade da musculatura lisa € 0 aumento na concentragao intracelular de
calcio.

Ao nivel do Sistema Nervoso Central Lau & Gregy (1982)
sugeriram que o aumento da atividade da calmodulina e da fosforilacdo
dependente de calcio teria grande importancia na supersensibilidade de
receptores dopaminérgicos em corpos estriados de ratos. Ishii & Shimo (1985)
ao estudarem a supersensibilidade induzida pela diminuicdo de temperatura
em traquéias e brbénquios isolados de ratos, concluiram que o aumento de
resposta do musculo liso para acetilcolina poderia ser devido a rapida liberacao
de calcio dos estoques intracelulares, inibicdo da expulsédo do célcio de dentro
da célula bem como pela inibicdo da recaptacédo do calcio para os estoques
intracelulares.

Gullapalli et al., (2002) sugeriram uma importante participacdo dos
canais de célcio na regulacdo da supersensibilidade a resposta analgésica

induzida pela morfina apds tratamento com naloxona. Na supersensibilidade
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por desnervacédo obtida para a noradrenalina com o canal deferente isolado de
rato, a atividade da proteina quinase, e a mobilidade do calcio sdo importantes
fatores determinantes deste fendmeno (Abraham et al., 2003).

De fato o controle dos niveis intracelulares de calcio é de
fundamental importancia para a contracdo. No musculo liso 0s niveis
intracelulares de calcio estdo diretamente relacionados com o desenvolvimento
de tensdo e a contracdo é regulada, em resposta a estimulos, pelo nivel de
calcio citosolico e pela sensibilidade dos elementos contrateis ao calcio (Karaki
et al., 1997).

O mecanismo de influxo de calcio, que leva a aumento do calcio
intracelular, pode ocorrer por canais de calcio voltagem dependentes tipo L
(conhecidos como VOC), canais nao seletivos de cétions (ou canais operados
por receptores, ROC), ou pela reversdo do mecanismo de troca de Na*/Ca*?
(Karaki et al., 1997). O calcio liberado do reticulo sarcoplasmatico (RS) também
esta envolvido no aumento do calcio intracelular. A diminuicdo do nivel de
calcio é mediada pelo sequestro de calcio para 0 RS, e a saida de célcio pela
membrana por meio do transporte Na*/Ca**(Karaki et al., 1997).

Nos resultados aqui apresentados foi possivel demonstrar, em
traguéias isoladas de ratos, a participacdo dos canais de calcio, na
supersensibilidade detectada apds a supressao abrupta, do tratamento crénico
com brometo de ipratropio. As CCE obtidas pela adicdo de CaCl, ao liquido de
incubacéo (isento de calcio), apoés ter sido obtida resposta contractil ao KCI ou
carbacol, as quais avaliaram, respectiva e indiretamente a entrada de célcio via
canais VOC e ROC, demonstraram que apés o tratamento cronico e retirada de
12 horas, a entrada de célcio esta facilitada em ambos os tipos de canal de

calcio aqui estudados. Neste tipo de experimento, a entrada de célcio se faz
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pelos canais que foram abertos pelo agonista utilizado. Quando se adiciona
carbacol ao liquido de incubacdo, sem célcio, a resposta de abertura dos
canais de calcio ROC ocorre, mas, a resposta contractil ndo é desencadeada
na sua plenitude, pois, ndo ha célcio do lado de fora da célula que possa entrar
para aumentar o calcio interno.

Estes experimentos foram realizados na presenca de EDTA (que
quela o calcio de membrana) e nifedipina (que bloqueia os canais de calcio
VOC). Assim quando o calcio é adicionado ao meio, nestas condi¢des, a
resposta contractil obtida se faz pelo aumento da concentracdo interna de
calcio pela entrada via canais do tipo ROC (Cuthbert et al., 1994). Neste
mesmo tipo de experimento, quando o agonista previamente adicionado foi o
KCI o calcio estaria entrando principalmente via canais de calcio do tipo VOC
(Cuthbert et al., 1994).

Assim acreditamos poder postular, de acordo com os resultados
aqui apresentados, que a supersensibilidade detectada, na retirada abrupta por
12 horas apds o tratamento cronico com brometo de ipratropio, teria um
componente relacionado com a facilitacdo da entrada de calcio, na célula
muscular lisa traqueal, tanto por canais voltagem dependentes (VOC) como por
canais operados por receptores (ROC).

O objetivo de estudarmos os efeitos do tratamento cronico e/ou
supressdo de inalagcbes com Bl em animais sensibilizados e desafiados 24
horas apés a ovoalbumina foi verificar a validade do nosso modelo de
administracdo e retirada de Bl, em uma situacdo de mimetizacdo do processo
asmatico (modelo animal), tendo em vista que o Bl tem como principal

aplicacao terapéutica o tratamento da asma.
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O modelo animal de asma, caracterizado pela sensibilizacéo e
desafio antigénico com a ovoalbumina, induz o aparecimento de hiper-
reatividade inespecifica, ou seja, 0 aumento da resposta contrétil obtida para
varios agonistas de acdo direta (como substancia P, neurocinina A e
metacolina), bem como a presenca de infiltrado inflamatorio (Viana et al, 1995)
fendbmeno este, ainda nao totalmente esclarecido, mas que nao esta
relacionado com o fenbmeno classico de supersensibilidade o qual ndo tem
componentes de natureza imunoldgica/inflamatéria como a hiperreatividade
(Capaz et al., 1993).

Nos experimentos realizados foi possivel demonstrar que
imediatamente ap6s o fim do tratamento crénico com brometo de ipratrépio, a
presenca deste antagonista muscarinico, (ndo houve aqui tempo para a
dissipacdo do efeito bloqueador) foi capaz de diminuir a contratilidade da
traguéia de animais sensibilizados e desafiados a ovoalbumina, deslocando a
CCE para a direita. Estes resultados demonstram, o ja esperado, efeito
terapéutico desta droga.

Verificamos também que ocorreu um incremento adicional na
resposta maxima obtida para o carbacol, quando comparamos traguéias
isoladas de animais submetidos a retirada abrupta apds tratamento crénico
com brometo de ipratrépio, com traquéias oriundas de animais que
adicionalmente foram submetidos a sensibilizacdo e desafio antigénico a
ovoalbumina (24 horas apds o desafio). Sugerindo assim, que mesmo em
animais onde se desenvolve a hiperreatividade induzida pelo desafio antigénico
(modelo animal de asma), a retirada abrupta do brometo de ipratropio, apés
tratamento cronico, se manifesta provocando um aumento adicional na

Resposta Maxima.
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Estes resultados abrem a consideracdo de que provavelmente a
interrupcdo do tratamento crénico com brometo de ipratropio em pacientes
asmaticos deve ser feita gradual e cuidadosamente, no sentido de evitar a
supersensibilidade (“efeito rebote”) que poderia aparecer na retirada abrupta
apos tratamento prolongado.

Em suma, os resultados aqui apresentados, demonstraram que a
supressdo abrupta de inalagbes crbnicas, com brometo de ipratropio
desenvolve um quadro de supersensibilidade inespecifica em traquéias
isoladas de ratos. Esta supersensibilidade é caracterizada por aumento da
responsividade apresentada para diversos agonistas, bem como para o
estimulo elétrico. Este fenbmeno esta presente, mesmo em situacdes nas
quais os animais foram submetidos a sensibilizacdo e desafio antigénico a

ovoalbumina.

Este aumento de contratilidade parece estar relacionado com a
facilidade da entrada de calcio na célula por canais voltagem dependentes,
(VOC) e operados por receptor (ROC), o que levaria a um aumento na
concentracdo do célcio intracelular e que, por sua vez, levaria a um aumento
da contratiidade da musculatura lisa traqueal. Assim esta hipotese, néo
descartando outras provaveis possibilidades de alteracGes intracelulares,
poderia ser levada em consideracdo como justificativa para a presenca de

supersensibilidade neste modelo.

Desta forma, os resultados aqui apresentados, ainda que
colocados de forma preliminar e incipiente, sugerem o cuidado e a retirada
gradual do brometo de ipratrépio em pacientes submetidos ao tratamento

cronico e prolongado com esta substancia.

108



6. CONCLUSAO

109



6. CONCLUSOES

R/
A X4

A interrupgdo do processo de inalagdo crénica do brometo de ipratrépio
induziu em traquéias isoladas de ratos, um evidente aumento da
resposta contractil provocada pelo carbacol, atingindo o maior valor 12

horas ap0s a supressao abrupta do tratamento crénico.

O aumento da resposta contratil, supersensibilidade, apresentada por
traguéias isoladas de ratos, 12 horas apos a supressao do tratamento
crbnico com brometo de ipratropio, se manifestou para varios outros

agonistas bem como para o estimulo elétrico.

A supersensibilidade foi detectada também, na resposta contratil
colinérgica obtida em traguéias isoladas de ratos sensibilizados e
desafiados a ovoalbumina, 12 horas ap6s a interrupcdo abrupta do

tratamento crénico com brometo de ipratrépio.

O aumento de resposta contratil observada na musculatura lisa traqueal
de ratos 12 horas apés o fim do tratamento crénico com brometo de
ipratrépio pode ter um componente relacionado com a facilitagdo da
entrada de calcio, por canais voltagem dependentes e/ou por canais

operados por receptores.
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