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ABSTRACT

The effects of 2,2-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), an inducer agent of free
radicals (peroxyl radical) formation, on the rat tracheal smooth muscle. The experiments were performed
on tracheal ring preparations maintained in aerated modified Tyrode solution, in pH 7,4 at 37 °C. The force
developed by the tracheal smooth muscle was measured by the isometric force transducer connected to
a computerized system. On contractions induced by acetylcholine (10 uM), AAPH presented a biphasic
effect: contraction potentiation at low concentration on intact and denuded epithelium preparations (CEso
=0,8776 = 0,415 mM and CEso = 0,3338 + 0,343 mM, respectively); and contraction inhibition at high
concentration on intact and denuded epithelium preparations (CEso = 81,55 62+ 4,284 mM and CEso =
57,7786 + 8,607 mM, respectively). On electromechanic coupling, AAPH inhibited contractions induced by
KCI (60 mM) on intact and denuded epithelium preparations (CEso = 57,4037 + 4,652 mM and CEso =
32,9650 + 2,652 mM, respectively). In conclusion, AAPH presented a concentration-dependent biphasic
effect (pontentiation and inhibition) on pharmacomechanic coupling while it was able to only inhibit the
electromechanic coupling. In conclusion, AAPH presented a concentration-dependent biphasic effect
(pontentiation and inhibition) on pharmacomechanic coupling while it was able to only inhibit the
electromechanic coupling. Comparing the present data with those available in literature for H202, we can
suggest that these observed effects are not specific for AAPH, but they are derived from the free radicals
induced by AAPH.
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INTRODUGAO

As doengas respiratérias tém um grande
impacto na populagao mundial, quer seja por sua
morbidade, mortalidade ou pelos custos
envolvidos em seu tratamento. A maioria das
doencgas respiratérias crénicas ocorre em todas
as faixas etarias e representam uma carga
substancial, tanto para o individuo como para a
sociedade (ANDRADE-JUNIOR et al., 2005;
CIENVEWICKI et al.,2008). Aliado a esse fato,
evidéncias substanciais indicam que o estresse
oxidativo desempenha um papel central na
génese de doencas respiratérias como a asma,
doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
lesao pulmonar aguda, fibrose pulmonar e cancer
de pulmao. Logo, o estresse oxidativo tornou-se
umas das areas mais interessantes de pesquisa
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NIJKAMP, 2001; MACNEE, 2007).

Estudos demonstram que as espécies
reativas derivadas do oxigénio (EROs) sao
capazes de aumentar a expressao de TNF-a que,
por sua vez, promove o aumento na produgao de
citocinas pré-inflamatérios, tais como como IL-6 e
IL-1B, além do proprio NF-kB (TSUSHIMA et al.,
2009). Assim, as EROs estao entre os inumeros
mediadores liberados em processos inflamatérios
das vias aéreas, ocasionando alteracGes na
contragao e relaxamento do musculo liso traqueal
(RAHMAN e MACNEE, 2000; HENRICKS e
NIJKAMP, 2001). Na inflamagao brénquica das
vias aéreas, as células inflamatérias por meio da
liberacdo de inuUmeros mediadores, tais como
histamina, leucotrienos, EROSs e citocinas
promovem alteragbes na integridade epitelial,
anormalidades no controle neural autonémico e
ténus das vias aéreas, hipersecregao de muco,
mudangas na fungdo mucociliar e aumento da
reatividade do musculo liso traqueal (KUMAR et

al., 2001; HOLGATE et al, 2000).
Adicionalmente, a peroxidagao lipidica
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ocasionada pelo estresse oxidativo produz
transtornos no metabolismo das células do
musculo liso, incluindo aumento na [Ca?*],
alteragcao no transporte idnico, alteracdo na
permeabilidade da membrana e sua destruicao
(RECKMAGE et al., 1989).

Nesse sentindo, resolvemos estudar o
diicloridrato de 2,2-azobis (2-
metilpropionamidina) (AAPH), um azocomposto
usado na literatura cientifica para mimetizar o
estado de estresse oxidativo e, dessa forma,
estudar os efeitos dos radicais livres nos tecidos.
Quando o AAPH entra em contato com solugao
aquosa, produz um nitrogénio molecular (Nz2) e
dois radicais de carbono (R°), que reagem
rapidamente com moléculas de oxigénio para
produzir radical peroxyl (ROO") (PELUSO et al.,
2002).

Assim, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos do AAPH sobre a
contratilidade do musculo liso traqueal, que
poderé constituir-se em um passo relevante para
a elucidagao do mecanismo de agao de radicais
e sua associagao a patologias das vias aéreas.

MATERIAIS E METODOS

Sais, farmacos e solugoes

Os sais utilizados no preparo das solucdes
fisiolégicas sao de grau de pureza analitica
obtidos das companhias Sigma Chemical
Corporation (St. Louis, Missouri, USA), Merck
(Darmstaot, Germany), Reagem (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) e Wako Chemicals (USA). As
concentragdes foram expressas em milimol/litro
(mM) ou micromolllitro (uM). O cloridrato de
acetilcolina (Ach) e AAPH foram adquiridos da
Sigma Chemical Corporation (USA). A solugao
nutriva de Tyrode modificada (TM) teve a
seguinte composigdo expressa em mM:
NaCl=136; KCI=5,0; MgCl2=0,98; NaH2P04=0,36;
NaHCO3=11,9; CaCl>=2.0 e Glicose=5,5. A
solugdo nutritva foi mantida constantemente
aerada por borbulhamento de ar, a temperatura
de 37° C e o pH ajustado para 7,4.

Animais

Neste estudo os animais utilizados foram
ratos (Ratus norvegicus), adultos, da linhagem
Wistar, pesando entre 180 e 300 gramas,
mantidos com acesso a agua e racao, “Ad
libitum”, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (UFC). O
manuseio dos animais foi aprovado pela
Comissao de Etica para Uso de Animais CEUA-
UECE, sob protocolo niamero 06379067-0.
Preparacao tecidual e mensuragao da
atividade contratil

Os animais foram sacrificados em camara
de CO2. Em seguida foi realizada a abertura da
face ventral do pescoco por uma incisdao
longitudinal da pele e afastamento das glandulas
e dos musculos para a exposi¢ao e a remocgao da
traquéia, que foi seccionada em segmentos
transversos circulares de 4 - 5 mm de
comprimento. Os tecidos foram montados em
camaras de superfusao preenchidas com solugao
de TM. A preparagcdo teve uma extremidade
conectada a um transdutor de forga do tipo “strain
gage” (Grass Instruments, modelo FT.03, Quincy,
Mass, EUA), e a outra extremidade a uma base
fixa. As respostas musculares mecénicas foram
transformadas pelo transdutor em sinal elétrico. O
transdutor foi conectado a um amplificador
diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA), e
este a entrada de uma placa conversora
analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada num
computador IBM Pentium, cujos dados coletados
foram convertidos em tragados e armazenados
em arquivos através do software WINDAQ versao
1.65 (DATAQ Instrumentos, Inc. USA), para
analise posterior. Apés a montagem da
preparagao, os segmentos isolados de traquéia
foram submetidos a uma tensao de estabilizacao
de 1 grama e mantida por um periodo de 1 hora.
Ao final da estabilizagao, considerar-se-a que a
preparac¢ao atingiu o ténus basal de repouso.

Protocolos experimentais

Com o objetivo de verificar a viabilidade e
integridade do tecido traqueal, em todos os
protocolos  experimentais foi provocadas
contragdes subsequentes por 60 mM de potéssio
(K*). Apés verificar a viabilidade do tecido, todos
os protocolos experimentais foram iniciados com
a administragao, por duas vezes e de forma nao
cumulativa, de Ach (10 pM), indutora de
contragdo, cuja amplitude foi aproximadamente
de 70 a 80% da contragdo maxima (contragao
submaximal), que foi usada como padrao de
contragao controle. Ao final de cada protocolo
realizamos 5 lavagens com TM em intervalo de
10 minutos, finalizando com uma contragédo com
Ach (10 pM) para verificar a recuperagao do
tecido. Para elucidagao do papel modulatério do
epitélio, utilizamos protocolos sem a preservagao
deste.

Protocolo 1: Estudo do efeito do AAPH sobre
a contragao induzida pela Ach, com e sem a
preservacgao do epitélio.

Esse protocolo foi utilizado com o objetivo
de estudar o efeito do AAPH sobre o acoplamento
farmacomecénico. Apés as contragdes utilizadas
como controle, expusemos a preparagao de
maneira nao cumulativa a wuma dada
concentragao de AAPH (0,01 - 200 mM) e, apos
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aproximadamente 5 minutos nessa dada
concentragao, adicionamos a Ach (10 uM) ao
banho.

Protocolo 2: Estudo do efeito do AAPH sobre
a contragao induzida pela K*, com e sem a
preservagao do epitélio.

Esse protocolo foi utilizado a fim de a
investigar o efeito do AAPH (0,01 — 200 mM)
sobre a contragdo produzida por K*. Essa
contragao foi induzida por uma concentragao de
60 mM de K% cuja amplitude foi
aproximadamente 60 a 80% (contragao
submaximal) da contragdo maxima promovida
pelo K*. Nesses experimentos em que 60 mM de
K*foi utilizado, realizaram-se como controle inicial
as duas contragdes submaximais na auséncia do
AAPH.

Analise estatistica

Os resultados dos dados sao apresentados
como média + E.P.M. (n), onde n representa o
numero de experimentos e E.P.M. é o erro padrao
da média. Os graficos foram produzidos
utilizando o software Sigma Plot 8.0. Foi utilizado
o software Sigma Stat 3.0 para a analise
estatistica, onde foram considerados
estatisticamente significantes os resultados que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da
hipotese de nulidade menor que 5% (p<0,05).
Para comparacao de dois grupos foi realizado o
teste t pareado ou nao pareado; para mais de dois
grupos experimentais, ANOVA seguido de
técnica de contraste (testes paramétricos ou nao
paramétricos), conforme apropriado, respeitando-
se as hipoteses de normalidade da distribui¢ao e
de homocedasticidade. As ECso foram calculadas
por interpolagao semilogaritmica e fit sigmoide,
por meio do software Sigma Stat 3.0, sendo
consideradas neste trabalho como a
concentragdo da substdncia que é capaz de
produzir 50% do efeito maximo (estimulatério).

RESULTADOS

Efeito do AAPH sobre a contracao induzida
pela acetilcolina em preparagoes traqueais
com e sem a preservacgao do epitélio

O AAPH produziu efeito bifasico sobre as
contragbes submaximais induzidas por Ach nos
experimentos em que os anéis de traquéia
estavam com a preservagao do epitélio (Figura 1).
Nas concentragoes entre 0,01 - 60 mM o AAPH
potencializou a contragao produzida por Ach, de
maneira dose-dependente, que foi
estatisticamente significante quando comparada
com o controle. Seu efeito potencializador foi

maximo na concentragdo de 10 mM (1,2019 +
0,152 g), onde apresentou uma amplitude de
contragao 60,36% maior quando comparada com
seu controle (0,7295 + 0,066 g). A ECso do seu
efeito potencializador, ou seja, levando em
consideragao as concentragbes que evocaram
potencializagdo da contracao de Ach, foi igual a
0,8776 + 0,4150 mM (Tabela 1).

O AAPH apresentou também efeito
inibidor, diminuindo as amplitudes de contragées
nas concentrages de 100 e 200 mM, que foi
significativo em relagdo ao controle. Na
concentragao 200 mM, o AAPH foi capaz de inibir
quase totalmente a contragao induzida por Ach,
reduzindo para valores insignificantes (0,0120 +
0,005 g). A ECso do seu efeito inibidor, ou seja,
levando em consideragao as concentragées que
evocaram inibi¢ao, foiigual a 81,5562 + 4,284 mM
(Tabela 2).

Como o epitélio & importante modulador
nas contracdes do musculo liso traqueal induzido
por neurotransmissores e autacoides (GOLDIE et
al., 1990), realizou-se comparagao do efeito do
AAPH sobre a contragao induzida pela ACh em
preparagcbes sem a preservagdo do epitélio
(Figura 2). O AAPH também promoveu a
potencializagdo da contragdo colinérgica em
preparagao traqueal sem a preservagao do
epitélio, porém somente na concentragcao de 1
mM a contragdo (1,1433 + 0,148 g) foi
estatisticamente significante quando comparada
com o controle.

Embora nao seja estatisticamente
significante, a concentragao que provocou maior
potencializagdo da contragdo foi de 10 mM
(1,1223 + 0,252 g). A potencializagao produzida
por AAPH nas concentragées de 1 e 10 mM
correspondem, respectivamente, a uma
contragdo 19,26% e 19,98% maior do que a
contragdo do controle. A ECso do seu efeito
potencializador foi igual a 0,3388 + 0,343 mM
(Tabela 1).

Além disso, o AAPH apresentou, também
efeito inibidor, diminuindo as amplitudes de
contragdes nas concentragdes 60, 100 e 200 mM,
que foi estatisticamente significante quando
comparada com o controle. Na concentragao de
200 mM, o AAPH foi capaz de reverter quase
totalmente a contragdo induzida por Ach,
reduzindo para valores insignificantes (0,0012 +
0,016 g). A ECso do seu efeito inibidor foi igual a
57,7786 + 8,607 mM (Tabela 2).
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Comparacgao entre o efeito do AAPH sobre a
contragao induzida pela acetilcolina em
preparagoes traqueais com e sem a
preservagao do epitélio

Ao comparamos o efeito potencializador
do AAPH sobre a contragao submaximal de Ach
entre preparagdes com e sem a preservacao do
epitélio, observamos diferencas estatisticamente
significantes nas concentragées 3, 10, 30 e 60
mM (Figura 3). Enquanto nas preparacdes
traqueais em que o epitélio foi preservado a maior
potencializagado da contragao de Ach ocorreu na
concentragao de 10 mM (1,2019 + 0,152 g), nas
preparagdes em que o epitélio nao foi preservado,
a concentragdo de AAPH que evocou maior
potencializagao foi 1 mM (1,1433 + 0,148 g).

Nas preparagdes traqueais com epitélio, o
AAPH (30 mM) provocou potencializagao da
contragao de Ach (1,1368 + 0,152 g), que foi
estatisticamente significante quando comparada
com seu controle (0,7295 + 0,066 g). Por outro
lado, nas preparagbes em que o epitélio nao foi
preservado, o AAPH (30 mM) nao induziu
potencializagdo da contracdo de Ach (0,9283 *
0,254 q), apresentando média de contragao
proxima do seu controle (1,0035 = 0,167 qg).
Quando comparamos as ECso do efeito
potencializador das preparagbes com a
preservacao do epitélio (0,8776 + 0,415 mM) e
sem a preservagao do epitélio (0,3388 + 0,343
mM), nao obteve-se diferengas significativas.

Nas preparagbes traqueais em que o
epitélio foi preservado, o efeito inibidor do AAPH
foi observado nas concentragées de 100 e 200
mM, sendo estatisticamente significante somente
na concentragao de 100 mM, quando comparada
com preparagdes onde nao houve a preservagao
do epitélio. Por outro lado, nas preparagdes sem
epitélio, o efeito inibidor do AAPH sobre a
contragao submaximal de Ach foi observado nas
concentragdes 60, 100 e 200 mM (Figura 2).

Na concentraggo de 60 mM, em
preparagbes em que o epitélio foi preservado, o
AAPH evocou potencializagado da contragao de
Ach (0,9230 + 0,127 g), quando comparada com
o controle (0,7295 = 0,066 g). Enquanto em
preparagbes sem a preservacao do epitélio, 60
mM de AAPH evocou inibigao da contragao de
Ach (0,6168 = 0,196 g), quando comparada com
o controle (1,0035 = 0,167 g). Quando
comparamos o efeito do AAPH na concentragao
de 60 mM entre as preparagbes com e sem a
preservagcao do epitélio, observamos que sao
diferentes estatisticamente entre si. Quando
comparamos as ECso do efeito inibidor das
preparagbes com a preservagao do epitélio
(81,5562 + 4,284 mM) e sem a preservagao do
epitélio (57,7786 + 8,607), observamos que sao
estatisticamente diferentes entre si (Tabela 2).

Efeito do AAPH sobre a contragao induzida
pela concentragao submaximal de potassio
em preparagoes traqueais com e sem a
preservacgao do epitélio

Verificou-se o efeito do AAPH sobre o
acoplamento eletromecanico em preparagbes
traqueais com preservacao do epitélio (Figura 4).
O AAPH inibiu as contragdes submaximais
evocada por concentragao submaximal de K* (60
mM) nos experimentos em que os anéis de
traquéia estavam com o epitélio preservado. Esse
efeito relaxante foi estatisticamente significante
nas concentragées 10, 30, 60, 100 e 200 mM
guando comparado com o controle. Seu efeito
inibitério foi maximo na concentragao 200 mM e
apresentou ECso igual a 57,4037 + 4,652 mM
(Tabela 3).

Verificou-se também o efeito do AAPH
sobre o acoplamento eletromecanico em
preparagdes traqueais sem a preservagao do
epitélio (Figura 5) O AAPH inibiu as contragbes
submaximais evocada por concentragao
submaximal de K* (60 mM) nos experimentos em
gue os anéis de fraquéia estavam sem a
preservagao do epitélio. Esse efeito relaxante foi
estatisticamente significante nas concentracées
30, 60, 100 e 200 mM quando comparado com o
controle. Seu efeito relaxante foi maximo na
concentragao 200 mM e apresentou ECso igual a
32,9650 = 2,652 mM (Tabela 3).

Comparacao entre o efeito do AAPH
sobre a contragao induzida pela concentragao
submaximal de potassio em preparagoes
traqueais com e sem a preservagao do epitélio

O AAPH inibiu as contragées induzidas por
potéssio em ambas as preparagoes (Figura 6). Ao
compararmos o efeito inibidor do AAPH sobre a
contragao eletromecénica entre preparagdes com
e sem epitélio, observamos diferengas
estatisticamente significantes nas concentragbes
3, 30 e 60 mM, quando comparadas entre si.

Enquanto nas preparagbes com a
preservagao do epitélio o efeito inibidor do AAPH
foi significante na concentragao a partir de 10
mM, naquelas sem a preservagao do epitélio, a
significancia ocorreu a partir da concentragao de
30 mM.

Apresentou ECso igual a 57,4037 + 4,652
mM e ECs igual a 32,9650 * 2,652 mM
respectivamente nas preparagbes com e sem a
preservagao do epitélio, que foram
estatisticamente diferentes entre si (Tabela 3).
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DISCUSSAO

Apesar de o AAPH, no que conceme a
contratilidade, ja ter sido estudado em musculo
liso intestinal, como em ileo de cobaio e jejuno de
coelho (PELUSO et al., 2002), a literatura nao
documenta estudos dessa substancia em
musculo liso traqueal. Portanto, o presente
estudo se constitui em uma contribuicado a
literatura que €& original e, adicionalmente,
relevante. Essa relevancia advém do fato de o
AAPH ser um agente modelo para indugéo da
formagao dos radicais livres (PELUSO et al,
2002), como também pelo fato de no
acoplamento excitagdo-contragdo do musculo
liso traqueal apresentar alteragdes peculiares
ocasionadas em decorréncias de doengas
respiratérias que, por sua vez, estao relacionadas
com o aumento na produgao de radicais livres
(JANSEN, 2006).

De um modo geral, o AAPH apresentou a
caracteristica interessante de ser um agente
bloqueador de contragées induzidas por Ach e K*,
bem como foi capaz de induzir potencializagao da
contragao induzida por Ach, fato este que nao foi
observado sobre a contragdo evocada por K*
(Figuras 1, 2, 4 e 5).

A camada epitelial que reveste a traquéia é
capaz de sintetizar uma ampla variedade de
substéncias biologicamente ativas, dentre elas os
prostancides (FOLKERTS e NIJKAMP, 1998). A
sintese dos prostandides, a partir da
metabolizacao do acido araquidénico por radicais
livres, pode exercer diversos efeitos bioldgicos
sobre a musculatura lisa, podendo variar de uma
poderosa contragdo até um  completo
relaxamento, dependendo da espécie e do tecido
animal (JANSEN, 2000). Vale a pena ressaltar
gue a importancia do epitélio na responsividade
da via aérea é notdria quando se avalia as
repercussées provocadas pelo dano epitelial,
uma consequéncia da inflamagao das vias
aéreas, que tem intima participagdo com o
aumento da produgao dos radicais livres. Estudos
in vitro, ttm demonstrado que a lesa@o epitelial
ocasiona aumento da responsividade brénquica a
diversos agentes farmacolégicos (BOSKABADY
e TEYMOORY, 2003).

Para elucidar a importéncia da participagao
do epitélio, realizamos experimentos em que o
epitélio nao foi preservado. Nossos resultados
demonstraram que, de um modo geral, o epitélio
modulou o efeito do AAPH sobre a contragao
farmacomecéonica e eletromecénica do musculo
liso traqueal (Figuras 3 e 6). Portanto, nossos
dados sugerem que o epitélio modula de forma
significativa o efeito do AAPH sobre o musculo
liso traqueal de ratos, especialmente no
acoplamento farmacomecaénico (Figura 3).

Sobre o acoplamento farmacomecénico o
AAPH apresentou duplo efeito em anéis de
traquéia com e sem a preservacgao do epitélio: 1)
em baixas concentragbes foi capaz de
potencializar as contragdes induzidas por Ach, 2)
em concentragées maiores foi capaz de reverter
totalmente as contragbes induzidas por Ach
(Figuras 1 e 2). Sobre o acoplamento
eletromecanico o AAPH também apresentou
efeito inibidor em anéis de traquéia com e sem a
preservagao do epitélio, porém nao apresentou
efeito potencializador (Figura 4).

O efeito potencializador sobre a contragao
colinérgica, em baixas concentragdes do AAPH,
€ um dado novo na literatura, ndo tendo sido
observado no unico trabalho realizado com esse
reagente em musculo liso intestinal (PELUSO et
al., 2002). E bem aceito na literatura cientifica que
a ativagdo da via da enzima rho-cinase por
agonistas como a Ach, pode promover o aumento
da fosforilagao da enzima cinase da cadeia leve
de miosina, resultando em manutengado ou
aumento da contragdo no musculo liso
(FERNANDES et al., 2006). E documentado na
literatura cientifica que o H202 foi capaz de induzir
contragdo em musculo liso traqueal de cobaios
por ativagao da via da rho-cinase (KATSUYUKI et
al., 2006), o que corrobora com os resultados do
presente trabalho. Portanto, é razoavel langar a
hipotese de que o efeito potencializador da
contragao colinérgica induzido por AAPH tenha
participacdo do aumento da sensibilidade das
proteinas contrateis ao Ca?*.

Nas preparagées em que o epitélio nao foi
preservado, o efeito potencializador na contragéao
colinérgica induzida pelo AAPH nao foi relevante
guando comparado com o controle (figura 3).
Esse efeito pode ser explicado por meio de varias
hipéteses. Como a desepitelizagao ja aumenta a
amplitude de contragao, levando-as para valores
proximos do limite fisiolégico de contragao
maxima do musculo, uma hipétese que se mostra
atraiva €& que a grande redugdo da
potencializagao se deva a saturagao contratil nas
preparagées sem a preservagao do epitélio.
Quando comparamos as ECso do efeito
potencializador do AAPH nas preparagbes em
que o epitélio foi preservado (ECso= 0,8776 +
0,415 mM) com aquelas em que o epitélio nao foi
preservado (ECso= 0,3388 + 0,343 mM),
percebemos que nado houve diferenga
estatisticamente significante em ambas.

Em relagao ao efeito inibitério do AAPH
sobre a confragao pela Ach, nossos dados sao
similares aos da literatura, uma vez que estudos
sobre o efeito do H202 também demonstraram
efeito inibidor sobre a contragao colinérgica em
musculo liso traqueal de coelhos (PRASAD e
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GUPTA, 1992) e em caninos (JANSEN et al.,
2000).

O presente estudo nao objetivou elucidar o
mecanismo de acao da atividade inibidora do
AAPH. Contudo, algumas conclusdes
relacionadas a esse mecanismo podem ser
apresentadas. O bloqueio a contragao induzida
por 60 mM de K* torna pouco provavel a
ocorréncia de muitos mecanismos de acao, tais
como: i) atuagao em canais de K* da membrana
citoplasmatica do musculo liso; ii) alteragdao do
potencial transmembrana (KNOT et al., 1996).

E pouco provavel que a atividade anti-
espasmodica seja resultante da hiperpolarizagao
da membrana citoplasmatica (HERMSMEYER et
al, 1998) que é consequente a alteragbes da
conduténcia da membrana citoplasmatica do
musculo liso a ions, inclusive ao K* (ativagao de
canais de potassio). Essa pequena probabilidade
de hiperpolarizagado resulta da grande ativagao
dos canais de K* da retificagao retardada a uma
[K*]- de 60 mM.

Nessa situaco essa retificacdo realiza
algo similar a um clampeamento de voltagem
transmembrana no potencial do equilibrio K*
ditado pela [K*]: de 60 mM, ou seja,
aproximadamente -20 mV. Medidas do
laboratério de Eletrofisiologia do Instituto Superior
de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da UECE,
disponiveis na literatura, tém documentacao de
gue a concentracao extra-celular de K* de 60 mM,

o potencial de repouso em varios tipos de
musculo liso (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997,
MAGALHAES et al., 2004), inclusive o traqueal,
se situa em torno de -20 mV.

Assim, os dados desse estudo sugerem
que o efeito inibidor do AAPH se origina de uma
ou varias atuagdes em etapas da cascata de
reacées do acoplamento excitagao-contragao
e/ou da contragdo propriamente dita que sao
ulteriores as etapas comuns ao acoplamento
farmaco e eletromecéanico (REMBOLD, 1996).

Esses dados nos sugerem que o efeito do
AAPH sobre o acoplamento eletromecénico e
farmacomecéanico ocorre via receptores de
membrana citoplasmatica para
neurotransmissores e autocdides. Esse dado é
reforgado por estudos anteriormente realizados,
onde se afirma que o epitélio modula a
contratilidade do musculo liso traqueal por meio
da liberagao de neurotransmissores e autocoides
(GOLDIE et al., 1990; HAY et al., 1993; DEVALIA
et al., 1997).

CONCLUSOES

Desse modo, a comparagao dos dados do
presente trabalho com os disponiveis na literatura
cientifica para o H202, sugerem que os efeitos
aqui observados nao sao especificos para a
substancia AAPH, mas sim originarios dos RL por
ela produzidos.

TABELA 1. Efeito potencializador do AAPH (ECso) sobre a contragao submaximal de acetilcolina na faixa

de concentrac¢éo entre 0,01 a 10 mM

Protocolo / Efeito ECso p
AAPH sobre a contragéo de Ach com [0,8776 + 0,415] mM < 0,05
preservacao do EPT (n=10)
(0,1,0,3, 1, 3e 10 mM)
AAPH sobre a contragao de Ach sem [0,3388 + 0,343] mM ns

preservagao do EPT (n=9)
(0,01, 0,03, 0,1, 0,3, e 1 mM)

NOTA: Os valores representam a média + E. P. M. da concentragao em mM; p = nivel de significancia
da diferenca em relag@o ao controle (auséncia de AAPH); ns = nao significante.

TABELA 2. Efeito inibidor do AAPH (ECso) sobre a contragao submaximal de acetilcolina na faixa de

concentracao entre 1 a 200 mM

Protocolo / Efeito

AAPH sobre a contragao de Ach com
preservagao do EPT (n=10)

(10, 30, 60, 100 e 200 mM)
AAPH sobre a contragao de Ach sem
preservagao do EPT (n=9)

(1, 3, 10, 30, 60, 100 e 200 mM)

ECso p
[81,5562 + 4,284] mM < 0,0001
[57,7786 + 8,607] mM <0,0001

NOTA: Os valores representam a média + E. P. M. da concentragdo em mM e p = nivel de significancia
da diferenga em relag@o ao controle (auséncia de AAPH).
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TABELA 3. Efeito do AAPH (ECs) sobre a contragao de potéssio na faixa de concentragao entre 0,01 a

200 mM
Protocolo / Efeito ECso p
AAPH sobre a contracdo de K* com [57,4037 £ 4,652 mM] < 0,001
preservagao do EPT (n=7)
AAPH sobre a contracdo de K* sem [32,9650 £ 2,652 mM] < 0,001

preservacao do EPT (n=9)
NOTA: Os valores representam a média + E. P. M. da concentracao em mM e p = nivel de significancia
da diferenca em relagao ao controle (auséncia de AAPH).
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Figura 1. Efeito do AAPH sobre a amplitude de contragao induzida pela Ach em musculo liso
traqueal com preservacao do epitélio. Grafico representativo do efeito do AAPH sobre a contragao
evocada por Ach. Os resultados estao expressos em média £ EPM (n=10). * p<0,05 em relagao ao
controle (Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECso e ICs foram determinadas por interpolagcao
logaritmica com intervalo de confianga 95%. ECs0=0,8776 + 0,415 mM (efeito potencializador) e ECso =
81,5562 + 4,284 mM (efeito inibidor).
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FIGURA 2
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Figura 2. Efeito do AAPH sobre a amplitude de contragao induzida pela Ach em musculo liso de
traqueal sem preservacao do epitélio. Grafico representativo do efeito do AAPH sobre a contragao
evocada por Ach. Os resultados estao expressos em média + EPM (n=9). * p<0,05 em relagao ao controle
(Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECso e ICsoforam determinadas por interpolagao logaritmica com
intervalo de confianga 95%. ECs0=0,3388 + 0,343 mM (efeito potencializador) e ECs0 = 57,7786 + 8,607
mM (efeito inibidor)
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Figura 3. Comparagao entre o efeito AAPH sobre a contragao induzida pela Ach em musculo liso traqueal
com (n=10) e sem a preservagao do epitélio (n=9). Os resultados estao expressos em média + EPM. *
p<0,05 em relagao ao controle (Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). As ECso foram determinadas por
interpolagao logaritmica com intervalo de confianga 95%. Seu efeito potencializador nas preparagées com
e sem a preservagao do epitélio apresentou ECs0 =0,8776 £ 0,415 mM e ECs = 0,3388 + 0,343 mM,
respectivamente. Seu efeito inibidor nas preparagées com e sem a preservagao do epitélio apresentou
ECs0=81,5562 + 4,284 mM e ECs0 = 57,7786 + 8,607 mM, respectivamente.
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FIGURA 4
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traqueal com a preservagao do epitélio. Grafico representativo do efeito do AAPH sobre a contragao
evocada por K*. Os resultados estao expressos em média + EPM (n=7). * p<0,05 em relagao ao controle
(Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECs foi determinada por interpolacao logaritmica com intervalo
de confianga 95%. EC50=57,4037 + 4,652 mM nas preparagdes com a preservagao do epitélio.
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traqueal sem a preservagao do epitélio. Grafico representativo do efeito do AAPH sobre a contragao
evocada por K*. Os resultados estao expressos em média £ EPM (n=9). * p<0,05 em relagao ao controle
(Two Way ANOVA e Kruskal-Wallis). A ECsofoi determinada por interpolagao logaritmica com intervalo
de confianga 95%. ECso= 32,9650 + 2,652 mM nas preparagdes com a preservagao do epitelio.
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