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I - CONSIDERACOES MORFOLOGICAS E FUNCIONAIS SOBRE AS VIAS

AEREAS RESPIRATORIAS

A. Bronguios e Traguéia

Cresce o interesse no estudo da fisiologia e
farmacologia das vias aéreas respiratdrias, quer pelo fa-
to de estarem expostas a nimero e diversidade crescentes

de substancias suspensas no ar atmosférico, quer para se-

rem analisadas as respostas bioldgicas a esses agentes e
a outros potencialmente lteis em terapéutica. Dal ser es-
sencial també&m um conhecimento da morfclogia dessas estru
turas e de sua resisténcia & manipulagac no preparo e exe
cugao dos experimentos.

A traguéia consta de nimero variavel de anéis
cartilaginosos em forma de ferradura, cujas extremidades
livres voltadas dorsalmente interligam-se por delicada mus
culatura, {(Comroe, 1976). Esta &€ que permite a invagina-
cao da parede posterior do tubo tragueal quando se mani-
festa por exemplo o fentmeno da tosse, reduzindo o lumen
tragueal a uma fenda longitudinal em U, resultando em al-
ta velocidade do fluxo de ar que facilita e apressa a re
mogZo de quaisquer excessos de secrecao. A traguéia & re-
vestida internamente por epitélio pseudo-estratificado co
lunar ciliado, com numerosas c2lulas caliciformes. Tantc na
traquéia camo nos bronquics orevestimento consiste de uma
complexa organizacao: células basais curtas sac mais proe

minentes no fundo, com células altas providas de bordadu-



ra em esccva interpostas, células caliciformes e calu-

las colunares ciliadas. Ji o revestimento dos menores brén
quios consiste de apenas uma camada simples de cé&lulas
colunares e ciliadas (Avery e cols. 1973).

Os bronquios apresentam as placas de cartila
gem irregulares, sua musculatura lisa se dispde em espi
ral aderida internamente a elas. Essas simples considera
¢oes nos alertam contra a tendéncia bastante comum de
considerar a traguéia como um tubo rigido ou passivo pa-
ra a condugac do ar. Na sua porcac extra-toricica ela sofre
modificagoes profundas em suas dimensdes nos atos forca-
des, quando a pressao intra-luminal pode subir até 100
a 300 mm Hg. Essas modificagoes na dimensao sdo fisiolo-
gicamente importantes, como adverte Widdicombe (1963) ,
ja& que uma pressdo de 10mm de Agua produz aumento de

40 a 56% de seu volume.

B. Inervagao

Traguéia e bronguios recebem fibras nervosas
eferentes do nervo vago e do tronco simpatico toracico.
Sob determinadas condigoes a excitacdo do nervo vago da
origem a broncodilatagao, principalmente guando o tono
inicial & elevado. Nao se trata de artefato pela estimu-
lagao do tronco vago simpdtico. Realmente, Dixon e Bro-
die ja em 1903, (citado por Widdicombe, 1963), conclui-
ram que o prdprio nervo vago contém fibras bronco-dilata

doras, além das constrictoras, fato confirmado e estendi



do para cobaias, caes, gatos e coelhos (Hawkins e Paton,
1958).

A musculatura lisa traqueal, quanto a inerva-
¢ao, € do tipo multi-unitdrio (Bozler, 1948). Em caes ,
Stephens e cols. (1975) estimularam mecanicamente por
meio do ergdmetro de Levin-Wyman, fibras musculares da
traguéia cervical, procurando provocar o aparecimento
de respostas miogénicas, obtendo contragdes ciclicas com
produgao de potencisis de agao. Nesse mesmo ano Kroger e
Stephens interpretaram esses resultados admitindo a exis
téncia de marca-peassos normalmente latentes que seriam
despertados por substancias que estimulam diretamente o
misculo, como altas concentracdes de potdssio, aminas a-
drenérgicas e acetilcolina. Afirmaram ainda que esses a
gentes podem converter o musculo liso do tipo multi-uni-
tario vascular em preparagoes funcionalmente iguais  3s
de misculo unitadrio simples, exibindo potencial de acao
conduzido e contragoes ritmicas. Células de misculos 1li-
sos unitdrios simples demonstram atividade elétrica es-
pontanea, com despolarizacao ciclica, desenvolvimento de
potenciais de agao e uma resposta miogénica. Culturas de
tecido de misculo tragueal de embrizo de pinfos mostram
contracgoes ritmicas a cada 10 a 60 segundos em funcao da
temperatura. E possivel gue tais marca-passos nao sejam
latentes, mas tenham seu funcionamento ligado a altera-
¢oes ritmicas do didmetrc tragueal, podendo ser detecta-
das somente por processos especiails, como fizeram Souvhra

da e Dickey (1976) por meio de micro "strain gauges".




A hipdtese de Brrnstock (1972), que admite ca
racteristicas puriﬁérgicas para a inervagac nao-adrendr
gica nao colinérgica de varios territdrios, & defendida
pcr varios autores quanto a sua existéncia na traqudia
da cobaia. Assim, Coburn e Tomita (1973) ddentificaram
respostas inibitdOrias apds estimulacao de campo e fato-
res purinérgicos envolvidos na transmissao. Farmer e Far
rar (1976) estudaram os efeitos farmacoldgicos de varios
derivados da adenina, fosforilados ou nao, sobre o miscu
lo traqueal da cobaia e ccrcluiram pela existéncia de re
ceptores especificos para nucleotidios nesta preparacao,
enquarto gque Coleman (1980} pretende haver demonstrado
receptores para a adenosina na tragquéia nesta mesma esp@

cie animal.
C. Receptores

£ vasta a literatura descritiva da distribui-
gac de receptores farmacoldgicos na traquéia da cobaia.
A esse respeito essa estrutura tem sido considerada como
a melhor para estudos visando indiretamente obter infor-
magao Util para andlise futura de possibilidade terapéu—
tica do homem.

Collier, em 1970, em ampla revisio afirma: "a
maior parte dos nossos experimentos foram realizados na
cobaia, TGtil no trabalho de laboratdrio sobre asma, por
varias razoes. Primeiro, na anafilaxia da cchaia o trato

respiratdrio € o primeirc - nas nao o Unico - sistema a-




tingido intensarmente. Segur.do, a cobaia sensibilizada pro
duz, guando em contato com o antigeno, meia diizia de tipos
de substancias, varias das guais presentes em reagoes a-
lérgicas humanss. Terceiro, o miisculo bronquial da cobaia
responde mais rapidamente gue o de muitos outros animais
de labtoratdrio a esses enddgenos. Quarto, essa resposta
pode ser usada para rmostrar antagonismos a essas substidn -
cias. Quinto, a resposta do trato respiratdrio da cobaia
a substancias enddgenas se assemelha suficienterente aquelas
do paciente humano asmatico."

Uma excelente descricao dos receptores beta-
adrenérgicos pode ser encontrada em Foster (1966). Sao do
sub-tipo beta-2 na classificagao prcposta por Lands ek
cols. (1967). Alguns poucos autores admitem a existéncia
de alfa-adrenoceptores na traquéia da cobaia ( Chahl e o'
Donnell, 1971; Everitt e Cairncross, 1969).

Dentre numercosos autores gue estudaram as res -
postas mediadas por receptores histaminérgicos na traquéia
estao Drazen e cols. (1979), que concluiram pela presenca
de receptores do tipo Hl mediadores de respostas bronco -
constrictoras ao 2-PEA, agonista especifico (2-(2-piridilyr
etilamina); também do tipo H2 que mediam respostas ao di-
maprit, S-(3-(N,N-dimetilamino) propil) isotiouréia, espe
cificamente blogueadas pela metiamida, antagonista_Hz.
(Chand e Eyre, 1975; Okpako e cols, 1978).

A bradicinina contrai a traguéia da cobaia, po-
rém menos intensamente que & histamina. J3 nas vias intra

pulmonares o efeito da bradicinina & fortemente constric-




tivo e complexo, podendo ou nao ser antagonizado pelo
acido acetil-salicilico. J& na preparacaoc de James, a
bradicinina, por via venosa, baixa a tensao na traguéia,
sendo esse relaxamento abolido pelo propranolel, o qual
aumenta a constricgaoc na &rea pulmonar (Collier, 1970).

A serotonina (5~HT), contrai todas as vias
aéreas onde o estreitamento & possivel (Collier, 1970),
embora no homem normal raramente produza broncoconstric
¢ao. Ja em pacientes asmaticos pode provocar desencadea
mento de crise., (Douglas, 1980).

As respostas da musculatura tragueal & dopa
mina (DPM) podem ser diretas ou indiretas, de relaxamen
to ou de constricgac mas se realizam através da media
gao de receptores adrenérgicos o ou B. Nao had caracte-
rizagao de receptores especificos & DMP bloquééveis pe-
lo haloperidol, nesta estrutura segundo Koga e cols. ,
1580. ‘

Embora numercsos produtos do metabolismo do
dcido araquidbnico participem ativamente da fisiologia
da musculatura traqueal, nao had, a exemplo do que ocor-
re em outros tecidos, definic¢ao de receptores especifi-
cos, nem bloqueadores especificos, conforme detalhare
mos no item seguinte, e na discussao. {(Orehek e cols.
1975).

Turker e Ercan (1976) relataram relaxamento
da traquéia de gatos pela angiotensina I e II, porém am

bas respostas podiam ser antagonizadas pela aspirina.




D. Controle Enddgeno do Tono Intrinseco

H3 abundante evidéncia experimental de que o
tono da musculatura lisa da maioria dos Orgaos & modula
do pela produg¢ac de prostaglandinas (PG). Revisando esse
assunto, FPerreira e Vane (1974) descreveram que numero-
sS0Ss estimulés sao capazes de ativar o sistema multienzi-
matico que exige oxigénio molecular e alguns cofatores e
transforma o acido araguiddnico em varios compostos.

Gryglewski e Vane (1972) verificaram tambdm que
fragmentos de bago, submetidos a vibracgoes, apresentavam
acelerada produgao de PGs, principalmente se se adiciona
va o substrato precursor exdgeno, acido araquidonico
(ARA). Esse fato foi interpretado como ativagao de PG-
sintetase pela perturbacdo mecinica.

Coleman e Farmer (1971) descreveram o desenvol
vimento de tono no miisculo tragueal isolado de cobaia ,
medido através da pressao intraluminal, gue diminue sob
a agao de estimulantes de beta adrenoceptores. Observa-
ram que podiam aumentar essa pressao intra-luminal expon
do momentaneamente o érgac a pressao atmosférica. Em
1973 Orehek e cols., com a espiral de tragquéia em condi
¢oes isométricas, mostraram gue a regulacgao do tono da
musculatura lisa traqueal & em grande parte determinada
pela produg¢ao endogena de prostaglandinas que podem ser
ensaiadas em estdOmago isolado de rato. Quando a traguéia
da cobaia & contraida pela adicao de histamina ao banho,

ou pela acetilcolina, pode-se comprovar a concomitante




liberagac de prostaglandinas.

Em 1975 foi demonstrado gue quéndo estimu-
lam a traquéia isolada de cobaia fazendo rogar um bas-
tao de vidro na face serosa nada ocorre, mas repetindo
se o estimulo na face mucosa a preparagao contrai e 1li-
bera substancia(s) com atividade de prostaglandina; a
presenga destas substancias foi comprovada por cromato-
grafia: PGE, e PGF, e a inibicao da produgao dessas subs

2

tancias ocorre pelo tratamento com indometacina ou ou-

tros anti-inflamatOrios nao esterdlicos. (Orehek e cols., 1975).

Newman e cols. (1978) estudaram compara
tivamente, o efeito miorelaxante de treze subs-
tdncias na traguéia, apenas contra o tono  intrinse
co, isto &, sem a ppévia contracao por  agonis-

tas.

Lambley e Smith (1975) verificaram  também
gue a musculatura tragueal tratada pelo ARA responde
com contragéo, parcialmente devida a sintese de PGs ,
confirmando a hipdtese de que essas substdncias es-

tao envolvidas na manutengao do tono da preparagao.

Em 1972, Ferreira e cols. identificaram, por
meio de bioensaio, atividade de prostaglandina, que se
acumula no liquido perfusor de uma preparagao isolada
de jejuno de coelho. Mostraram que essa atividade cresce
com o tempo de incubagac e com uma variedade de estimu-

mulos, e ainda, que nao & afetada pela adrenalina ou



pela papaverina.

II - CARACTERISTICAS DA PREPARAGAO: CADEIA TRAQUEAL IS0

LADA DE COBAIAS

Caracteristicamente, as preparagoes de mis
culo liso traqueal usadas "in vitro" , obtido de a-
nimais de pequeno porte sao colocadas em perfusao
com a cartilagem a qual estd wunida, ou parte de-
la.

O primeiro dos meétodos bem sucedidos foi o
proposto por Castilho e de Beer, em 1947, Constava
de varios anéis ligados entre si, porém completos, isto
€, fechados, ndo permitindo obtencao de boas respos -
tas.

Em 1959, Akgasu, prop0s uma preparagac seme
lhante & anterior porém, com os anéis abertos, o que
ja permitia maior amplitude ds contragbes isotdnicas.

0 avango técnico mais significativo nesse
sentido foi, entretanto o introduzido por Foster (1960),
que a partir de traquéias de duas cobaias separava cada
uma, combinava os anéis alternadamente, para confeccio-
nar duas cadeias de oito anéis com as quais obtinha res
postas praticamente idénticas para tratamentos e condi
goes iguais.

Alguns autores, por considerar trabalhosa a

execugao da técnica de Foster, optaram pela preparagao




traqueal em espiral usada pela primeira vez por Constan
tine em 1965. Os registros sio geralmente isomdtricos ,
0 preparo € mais simples porém, na nossa experiéncia |,
(Sakamoto e Meirelles, 1979, nao publicado), a sensibi-
lidade € mais baixa, e tem menor alcance farmacologico.
O mesmo se pode dizer de varias preparagdes constitul-
das pelo tubo traqueal intato "in vitro", cuja unica
justificativa seria a de permitir a realizagao de esti-
mulagao de campo. (Foster, 1966; Jones e cols. 1980 ;
Carlyle, 1964; Coleman e Farmer, 1971; Coleman, 1980 ).

A preparacgao descrita por Coleman e Farmer em
1971 consta da montagem do tubo traqueal "in vitro", de
modo a permitir medidas das variagOes da pressao intra
luminal em resposta a agonistas como a histamina ou o
carbacol, e mesmo a determinagao do pA2 para a atropiga
ou a mepiramina.

Nas nossas condigoes experimentais, como des-
crito em "métodos", a preparacao de Foster (1960), com
minimas modificagdes apresenta elevada sensibilidade a
agonistas colinérgicos principalmente ao carbacol, com
0 qual se podem obter respostas sub-maximas com 22 pM/
ml do banho. Também o antagonismo deste efeito com atro
pina apresenta reversibilidade mais facil gue muitas ou
tras preparagbes. Agonistas e antagonistas especificos
beta-adrenérgicos (Chahl e 0'Donnell, 1971; O'Donnell e
Wanstall, 1980), e histaminérgicos (Hl e Hy)) continuam
sendo amplamente estudados nessa preparagac (Tomioka e
Yamada, 1982; Okpako e cols., 1978). Tal como nos refe-

riremos com detalhes na discussao, as caracteristicas




de manifestagdo do sistema intrinseco prostaglandinérgi-

co modulador do tono representam vantagem inconteste des
ta preparagéc gquando se a compara com O mesmo sistema em
jejuno iscolado de coelho (Ferreira e cols, 1972) se leva
mos em consideragao a importancia da participagao de subs
tancias endSgenas em patologias do aparelho v respiraté-

rio, principalmente as de fundo imuno-alérgico.

I11T - ALCAL@IDES BENZIL-ISOQUINOLINICOS
A. Generalidades

Efeitos bioldgiccs de alcaloides benzil-isogui
nolinicos sac conhecidos de longa data. J3 em 1914 Pal,
afirmava que a papaverina. (PAV), droga padrao do gru-
po "relaxa o tono de todos os musculos lisos sem interfe
rir com a contracao normal"”. Esta substancia, e em menor
escala seu énélogo estrutural etaverina foram utilizados
na terapia de varios processos patolégicos, como "no en-
farto agudo do miocirdio, na angina pectoris, na asma
brénguica, na cdlica biliar..." (Grollman, 1951). A PAV
também diminﬁe a susceptibilidade do coragao a fibrila-
¢ao ventricular provocada tanto pela estimulagao elétri-
ca, como pela ligadura da coronaria (Sollmann, 1949).

Atualmente, a posigac da papaverina face ao in

teresse na pesquisa cientifica & peculiar: ao mesmo tem



po en que € considerada "droga obsoleta na terapéutica
de todos os processos nos quais fora utilizada, e, tendc
sido substituida pcr agentes nio significativamente mais
eficazes" (Nickerson, 1975 ), cresce bastante o
nimero de trabalhos de pesquisa principalmente sobre seu
mecanismo de agao (vide revisdo por Ferrari, 1974).

O fator decisivo nessa retomada de interesse
pela PAV foia descoberta de que ela exibe numerosas. agoes
que puderam ser detectadas e analisadas a nivel bioguimi

co, as quais nos referiremos resumidamente.
B. Propriedades Biolbgicas

Em 1970, Triner e cols, descobriram que a papa
verina & poderoso agente inibidor da foéfodiesterase do
3',5'-adercsina monofosfato ciclico (AMPC), protecendo o
nucleotideo da hidrlise enzimica. No -mesmo ano 33 fo
ra feita a sugestao de qgue inibidores desta fosfodieste-
rase influenciariam, como tais, a contratilidade e o to-
no da musculatura lisa { Kukovetz e Poch, (1970)).

Pelo fato de produzir seu tipico efeito miore-
laxante de modo direto, isto &, sem envolver receptores
farmacoldgicos, a papaverina tem sido ref§rida comc agen
te musculotropico espasmolitico inespecifico, ou "mio-
trépico negativo", pelc fato de manifestar seu ‘caracte-
ristico efeitc contra qualquer agonista, embora exerca
acoes bem definidas também sobre eventos elétricos no

misculo liso (Ferrari e Maragno, 1970; Tashiro e Tomita,




1870} .

Em 1963, Santi e cols. demonstraram gque a PAV
inibe fortemente a fosforilagao oxidativa. Esta agao po-
deria explicar a "seletividade relativa" com que este al-
caldide inibe a fase tdnica do "twitch" de alguns miscu-
los lisos que & altamente dependente de metabolismo aerd
bico, em relagao a componente fasica da contragao.

Ferrari e cols. (1971) verificaram que a papa
verina pode produzir dissociagao entre os eventos elétri
COs e mecanicos na"taenia coli"da cobaia, isto &, a su-
pressao dos "spikes" & transitdria mesmo em presenca do
inibidor, congquanto persista a inibicdo mecanica.

Outra propriedade importante da PAV & a de ini
bir a facilitagao produzida por fosfolipidos, do trans-
porte de calcio de uma fase aguosa para uma fase apolar,
em equilibrio (Carpenedo e cols., 1968).

Em 1961, Rothschild e cols. demonstraram que a
liberacao de histamina pelo compoéto 48/80 depende de in
termediarios metabdlicos gerados provavelmente pela via
glicolitica. A PAV inibe essa liberagdo de histamina, po
rém sem modificar a concentragio do AMP _, ou a atividade
de sua fosfodiesterase; reduzindo, entretanto, os niveis
de ATP (Fredholm e cols., 1976).

As agoes musculares da PAV ndo se limitam a
musculatura lisa. No misculo extensor digital de Rana pi
piens, este alcaldide além de antagonizar as contraturas
pela cafeina e pelo potidssio provoca fendmeno bifasico de

contratura que atinge o maximo apds 5 a 6 minutos, segul

da de relaxamento. (Buttar, 1969).




No diafragma isolado de ratos, além de outros efeitos a

PAV estimula intensamente a ¢licogendlise (Triner e col.
1970). Bauver e Capek estudaram, em 1971, os efeitos da
PAV na preparagao frénico~diafragmatica e no diafragma
cronicamente desnervado de ratos, concluindo que a pro-
priedade curariforme observada seria pos—-sinaptica e a-
despolarizante. Puyou e cols., {(1977) estudaram os efei-
tos de um andlogo estrutural da PAV, o MMIQ, no musculo
reto abdominal de sapo, apds analisarem a inibigaq que
este alcaldide exerce sobre a fosfodiesterase do AMP
(Vercesi e cols., 1975). A seguir determinaram a capaci-
dade do MMIQ de inibir a respiracao celular em mitocdn-
dria isolada de ratos (Meirelles e cols. 1978_). 0s mes
mos autores estudaram no diafragma isclado de ratos, a-
¢oes da desmetoxipapaverina (DMP), enguanto que na prepa
ragao frénico~diafragmitico analisaram as contraturas pro
duzidas pela acetilcolina ou pelo ion pot@ssio no miscu-
1o cronicamente desnervado, sobre a contratilidade, e 80
bre ¢ potencial de repouso e, potenciais em miniatura de
placa terminal (Meirelles e cols., l978b’c).

Em recente revisao (Preininger, 1975) sobre a
farmacologia e toxicologia de "alcaldides papaveréceoé "
com cerca de 690 referéncias bibliograficas, nao ﬁé men
¢ao sobre efeitos destes compostos na musculatura lisa
isolada do trato respiratdrio, conguanto se destague a
protecao conferida pela PAV e dois andlogos, "in vivo" ,
contra o broncoespasmo produzido pela inalagac de aero-

sol de acetilcolina ou de histamina.



IV - OBJETIVOS

Nossa proposigao & a de estudar o efeito dos
cinco alcaldides benzil-isoguinolinicos sobre a cadeia
traqueal isclada de cobaias, visando principalmente:

a) conhecer a relagao de poténcia miorelaxante
dos alcaldides.

b) conhecer a capacidade de resposta contratil
ou de recuperagao desta capacidade pelo sistema bioldgi-
co ao agonista escolhido, o carbacol.

| €) conhecer caracteristicas desta preparacao
como objeto para testes, face ao sistema intrinseco que,

pelo menos "in vitro", € modulador do tono.



MATERIAL E METODOS



I. MATERIAL

A. ALCALOIDES BENZIL-ISOQUINOLINICOS (A.B.I.0s.)
1. NOMES QUIMICOS E VULGARES

a.

l—(3,4—dimetoxibenzil)—6,7~dimetoxiisoquinoli
na

PAPAVERINA
1- (p-metecxibenzil) -6 ,7~dimetoxiisogquinolina

DESMETOXIPAPAVERINA
1-{p~metoxibenzil)-6,7~metilenodioxiisoquino-
lina

DIOXIMETVERINA
1-(a~hidroxi-3,4-dimetoxibenzil)~6,7-dimetoxi
isoquinolina

PAPAVERINOL
1-(2-nitro-4,5~dimetoxibenzil) -6, 7~-dimetoxi -
isoguinolina

NITROPAPAVERINA

2. FORMULAS E ABREVIATURAS

C HzO N

X
N o)

O OtHg DCHy

CH0

ocHy
PAPAVERINA DESMETOXIPAPAVERINA DIOXIMETVERINA
(PAV) ' (DMP ) : (MMIQ)
Cﬁaof\/\\‘ CHsQ \
\‘| H jad
< Héo 7 C“‘iao / NQz
OCH3 QCH 3
oCH 3 CCHa
PAPAVERINOL NITRO-PAPAVERINA

(PAV-OH) (NOz“PAV)



B . PROCEDENCIA

1. Dos Alcaldides

O MMIQ e o DMP foram extralidos do lenho de &ar-
vores Ocotea sp. que crescem nos arredores de Manaus. A
papaverina foi adquirida de "British Drug House" (BDH) ;
O papaverinol e a nitropapaverina foram preparadas a par
tir da papaverina, no laboratdrio de Quimica Organica do

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campi-

nas.
2. Drogas

Procedéncia
ACidO BOCiCO tvvrinnunnnenerenrenennnnnnen Merck
Acido citrico vv.vvvnnn. ceeean Certeenae ey Merck
Acido cloridrico vvvvvenrnnnn. e reeeacs . Baker
Atropina ...... e s herer et e et {(ATR) Merck
Bicarbonato de sodio ............ N . Baker
Borato de SDdi0 tuvuivvenrvinnnnnnan e eieea Baker
Carbacol ...... s ea st ees ettt e vee e Sigma
Carbonato de s0dio ..vivenvrieenen. caeeeen . Merck
Citrato de s0dio ....ivvvniennnnn.. ceeeaa Baker
Cloreto de calcio ...... e . Merck
Cloreto de pPOLESSIOo viiiirrmveeeennnnnnnas Baker
Cloreto de s0dioc ......... e e tent e Merck
Fosfato dibasico de s6dio +veeen.. Cheeeeaan Baker

Fosfato monobasico de 80310 v vveuwunn.. Merck




GliCOB8 iivivennennens s s s s s areeenres Merck

Indometacina .......i00unes ... {IDMTC) Merck-Sharp~Dhome
Isoproterentl ...iieevieivcrenasnns (I8) Sterling-Winthrop
Sulfato de magnésio ..... Cereesasaaes Merck

3. Animais

Para a execugao desse trabalho foram utiliza-

das cobaias, Cavia porcellus, machos ou fémeas, pesando

200 a 400 g, adquiridas de fornecedor particular ou cedi

das pela Rhodia Indastrias Quimicas Ltda.

C. APARELHAGEM

1. Para Registro Grafico das Atividades Musculares

"In Vitro"

Os registros mecanicos do misculo foram obti=-
dos através da conexao de uma alavanca inscritora tangen
cial isotOnica entre a preparacao "in vitro" e um tambor
esfumacado. Usamos sempre a mesma velocidade, em dois
quimbgrafos da marca "Palmer" sempre com o mesmo cilin-
dro e portanto as velocidades correspondem aproximadamen
te a 0,6 mm/min na inscricao.

A alavanga inscritora, fina e bem leve, da uma
amplificagao da resposta muscular de nove vezes e Supor-

ta uma carga de 500 miligramas. Seu atrito com o papel
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FIG. 1 - Esquema do sistema utilizado para analise da ati

vidade da musculatura lisa traqueal isolada.




esfumagado & diminuido pela vibragdo de uma bomba de aqud
rio suspensa a base da mesma haste de fixacao da alavan-
ca.

O volume do liquido nutritivo perfusor da prepa
racdo foi medido em bureta e aquecido progressivamente &
medida gue passa pela serpentina colocada no banho-maria,
ué temperatura constante de 37OC, até chegar a cuba de 10
ml, onde se encontra a preparacaoc isolada devidamente are
em O,.

2 2
A parte inferior dessa cuba & fechada por meio

jada com 5% de CO

de uma rolha de borracha, transpassada por trés conduc-
tos: um, mais fino, correspondente i entrada do carbogé-
nio, © seguinte para entrada do liguido nutritivo, e o}
terceiro, por onde se d& o esvaziamento da cuba, ligado a

uma trompa de vacuo. .

2. Para Determinacao das Constantes de  Dissociacgao

dos Alcaldides Benzil-Isoquinolinicos

Para determinacao dos valores de pK_ s dos alca-
15ides benzil-isoquinolinicos foi empregado espectrofotd-
metro “Varién“, modelo 634, acoplado a um registrador
"Hewlett-Packard® modelo 7044A.

Diversas solucgoes-tampao foram preparadas e seus
pH ajustados com auxilio de um potencidmetro digital cen-
tesimal, "Ambriex", pH 0-14 de -5° a 100°C, com elédtrodo

conjugado.




II. Matodos

A. Preparo das Solugoes dos Alcaldides

Todos os alcaldides foram utilizados sob forma
de cloridratos; seus sais foram pesados e deixados por a-
proximadamente dez horas em contato com uma peguena guan-
tidade de agua desionizada (0,1-0,5 ml) e completada a
dissolucao no momento do uso. Para o preparo de algumas
solugoes dos alcaldides foi necessdrio aquecimento até

60°¢c, para agilizar sua solubilizacgao.
B. Composicao do Liquido de Perfusio

As preparagoes foram montadas em solucoes de
Krebs - Henseleit, cuja composigao em milimoles por 1litro

€ a seguinte: NaCl 119,0; CaCl. 2,5; MgSO,H.O 1,2; KH,

2 472

PO4 1,2; NaHCO3 24,9; e glicose 5,0.
C. Preparo das Solugoes-Tampao para Determinacao

dos pkas

Os tampoes foram feitos com a mistura dos compo
nentes abaixo relacionados resultando forga idnica de 0,1
u, conforme descrito por Gomori, (1965).

O pH final foi conferido potenciometricamente
no momento do uso e apds adicao do alcaldide.

Os dados seguintes mostram as varias substan -



cias utilizadas e os respectivos pHs.

tudados variando-se os comprimentcs de onda de 220 a

wm em treze solugOes-tampao, com valores de pH entre 2

10.

COMPONENTES pH
Acido cloridrico 2,0
Citrato de potassio
Acido citrico 3,0
Citrato de sddio 4,0
5,0
5,5
Fosfato monobasico de sodio 6,0
Fosfato dibasico de sddio 6,5
7,0
7,5
Acido borico 8,0
Borato de sdodio 9,0
Bicarbonato de sddio 9,5
Carbonato de sddio 10,0

D. Determinacac dos PK_S

Os espectros de absorgao dos A.B.I.Qs. foram es

270

e




Os valores dos pK_s dos alcaldides foram deter
minados por dois processos diferentes, a partir do gréfi
co obtido no espectrofotdmetro-registrador, no Sgual a
densidade Otica esti em ordenadas contra o comprimento

de onda em abcissas, e pelo processo matematico.

1. Método Grafico

Selecionamos os dois comprimentos de .onda no
qual ocorrem os picos maximos de absorcdoc e lancamos ab-
sorbdncia contra pH, em ordenadas e abcissas, respectiva
mente, para cada alcaldide e, a partir do grafico assim
obtido, determinamos os valores dos pKas. Inicialmente ,
tragamos seis retas auxiliares aderentes s partes incli
nadas e assintdticas, correspondendo quatro & parte as-
sintdtica e duas as partes inclinadas. Essas retas se in
terceptam delimitanto dois segmentos obliquos, cujos pon
tos médios sdo calculados e projetados sobre as abcissas

se 1l8(em) diretamente o(s) valor(es) procurado(s).

2. Método Matemitico

Para determinacac matemitica dos valores de
pKa foli empregado o procedimento de Biggs, (1954), que
resumidamente & o seguinte: a partir do grafico obtido
no espectrofotometro-registrador, coletamos todos os va—
lores de absorbénciarno comprimento de onda onde ocorre

0 pico maximo de absorcao do composto, em solucao acida.




Nota-se gue a absorbancia em um mesmo comprimento de on-
da diminui a medida que a soluga@o-tamp3o se torna mais
alcalina. Aplica~se a equagao que expressa a lei de Beer pa
ra obtengao do coeficiente de extingao molar (€) e da
concentragao dos compostos nas duas espécies, ionizada e
nao-ionizada, no comprimento de onda previamente escolhi
do. Como neste comprimento de onda coexistem as duas es-
pécies ionizada e nao ionizada, efetuamos: Amalbclﬂzzbc2
onde A € a absorbiancia, €, representa coeficiente de ex-
tingao molar do composto na forma dissociada e €, repre-
senta o mesmc coeficiente na forma nao dissociada; b &
a espessura em centimetros da solucao atravessada pela
luz; <y € a concentragdo do composto na forma ionizada e
¢, na forma nao-ionizada.

A constante de equilibrio (K) & obtida aplican
do-se a lei de acao das massas:
mh) (87

(BH)

K

E. Montagem de Preparagac

O método utilizado &, essencialmente o de Fos-—
ter (1960).

Duas cobaias em jejum hidrico de doze horas so
sacrificadas por fratura cervical e sangramento por sec-
¢ao dos vasos do pescogo. Colocadas em decubito dorsal ,
a pele & rebatida desde a regifo abdominal até a regiao

mentoniana por sobre a cabeca do animal. Os misculos e



demais tecidos que recobrem a traquéia sdo, entdo, divul
sionados e depois seccionados, de maneira a expor o tubo
traqueal em toda a sua extengao. As traquéias excisadas
dos dois animais sao transferidas imediatamente para uma
placa de Petri com Krebs-Henseleit i temperatura ambien
te, sob arejamento continuo com carbogénio, onde siao se-
paradas de resquicios de tecido adiposo e vascular.

Os tubos traqueais sao cortados transversalmen
te em doze anéis e esses sao combinados de forma gque o©
primeiro de uma traquéia se combine com o sequndo de ou-
tra e assim por diante até a totalizac@o dos doze. Cada
cenjunto de doze anéis é separado em duas placas de Pe-
tri, sendo cada anel aberto por secgioc da cartilagem no
polo oposto & localizacdo do miisculo.

A seguir os cotos cartilaginosos sac amarrados
dois a dois, quatro a quatro e finalmente em trés grupos
de quatro anéis que ligados entre si completam a prepa-
ragac. As extremidades da cadeia s3o amarradas rigidamen
te com fio de algodao & alavanca inscritora e a um gan-

cho metalico preso no fundo da cuba de perfusio.

F. Técnica para Executar a Estimulacio Mecinica da

Preparacao

Sem a utilizacao de aparelhagem especial execu
tamos rotineiramente essa estimulagao, simplesmente sub
metendo a preparacao ad tensao de seu proprio peso, pelo

répido esvaziamento do banho e rapidamente completando o




volume com o mesmo liguido retido em um compartimento pa
ralelo de vidro, a mesma temperatura. Além da simplicida
de, uma das vantagens desse processo & que submete preparacdes
mais ou menos robustas {(de maior ou menor peso) a tensoes pro
porcionalmente maiores ou menores, de modo exato, sim-
plesmente pela subtracao do empuxo da massa liguida gque
sustenta parcialmente a cadeia. Por meio de um calculo
simples se pode conhecer e expressar numericamente a for
¢a a que fica submetida a preparacao guando o banho se
esvazia e ela ocupa posicaoc central ao longo da cuba ver-

tical cilindrica.
G. Respostas Contrateis ao Carbacol (CBC)

De numerosos experimentos prévios sabemos que
nas condigoes usuais, as preparacoes de cadeia traqueal
respondem ao CBC em concentragao de 5,5 x lOugM, limiar
aproximado de resposta minima, até 5,5 x lO“SM, que cor
responde aproximadamente a resposta isotdnica maxima. As
sim, usando limitadas doses e ainda através de estimula-
¢ao mecancia conhecemos o estado funcional de cada ca-
deia traqueal. Uma vez obtida resposta maximal pela adi-
¢ao de CBC em dose simples, procediamos uma reducio de
dose até obtengdo de resposta constante, de amplitude i-

gual a 70 a 90% da maxima.




H. Determina¢ao da Poténcia Espasmolitica dos A.B.TI.

Qs. ap0Os Contracao pelo CBC

ApOs contragao sub-mixima ao CBC foram utiliza-
pelo menos duas doses para cada alcaldide, de 7,2 %
10*5M e de 1,8 x 10“5M, para periodos de incubagdo de 30
ou de 60 minutos. Na maioria dos experimentos registramos
0s tempos, tanto durante a fase de contragdo como na de

relaxamento. Uma segunda amostra de alcaldide MMIQ foi ne
cessaria, e com ela, numerosos experimentos foram realiza
dos. Os resultados obtidos nos levaram a proceder analise
espectrofotométrica dessas solugbes. Constatamos entao,
que estas solugoes feitas com a nova amostra tinham con-
centragao muito abaixo do esperado. Por isso vafios expe-
rimentos foram executados corrigindo-se a concentracgao ,
isto &, multiplicando-se os volumes adicionados ao banho

por um fator de corregao.
I. Efeito Inibitdrioc Residual dos A.B.I.Qs.

O efeito inibitdrio dos cinco alcaldides, cons
tatado desde os primeiros experimentos, foi estudado.atrg
vés da cinética de recuperacdo da capacidade contratil de
preparagao pelo agonista CBC, em trés situagoes diferen-—
tes:

1. Situacao de equilibrio para os antagonistas:

Para essa situagao experimental foram emprega-

das curvas dose-efeito cumulativas, possiveis em presencga



de indometacina (IDMTC) (1,3 x 10"6M) apds 15 a 30 minu-
tos  do contato,realizando-se varios estimulos mecinicos
para deteccao do bloqueio.

O CBC foi administrado cumulativamente em volu
mes gue nao ultrapassaram dois centdsimos do volume to-
tal do banho. Cada dose sucessiva do agonista, correspon
dendo ao dobro da dose previamente colocada (fator 2) ,
era adicionada somente quando a resposta i dose preceden
te j& tivesse alcancgado o eguilibrio constatado pela ho-
rizontalizacao do registro.

Apds obtencado da curva dose-efeito cumulativa,
a preparacgao era lavada exaustivamente, e somente apds
relaxamento até a linha de base, o alcaldide era adicio-
nado ao banho na dose maior (7,2 x 10“5M), mantendo - se
em incubacgao durante 30 ou 60 minutos.

Decorrido o tempo de incubagao pré-estabeleci-
do, repetia-se a mesma sequéncia experimental para obten
¢ao da primeira curva dose-efeito cumulativa. Como o in-
tuito desse experimento era analisar a capacidade contra
til da preparagao em presenca do alcaldide, os resulta-
dos foram expressos em fungao da contragdo maxima ao ago
nista antes da administragido do alcaldide. Os valores as
sim obtidos, foram lancados graficamente, porcentagem de
resposta em ordenadas e log da concentracao molar do CBC

em abcissas.

2. Situagao de nao equilibrio para os alcaldi-

des e para o agonista




Esses experimentos foram realizados usando- se
dose unica de CBC em torno de 5,5 x 10—8M. Apds incuba-
cac com um dos A.B.T.Qs. durante 20 ou 40 minutos na do-

5M) 0 CBC era re-introduzido no banho

se maior (7,2 x 10
perfusor nos tempos 0,60 e 120 minutos. Para essas obser
vacoes padronizamos, as lavadas que foram repetidas no
minimo 5 vezes, adicionando-se a dose seguinte do CBC

pds relaxamento completo da preparacaoc registrando-se seu

efeito até atingir o equilibrio.
3. Situagao de equilibrio para o agonista

Para o estudo da recuperagao da capacidade con
tratil da preparacdo em auséncia dos alcaldides, o ligui
do perfusor era trocado depois de 30 ou 60 minutos de in
cubagao com os A.B.I.Qs.. Mantivemos o CBC na mesma con-
centragao no liguido nutritivo de tal forma que a supres
sao do alcaldide era simultdnea com a re-introdugdo do
CBC na concentracao em que j& existia na cuba perfusora.
A solugao de Krebs com CBC era renovada a intervalos de
um minuto por trés vezes consecutivas, tao logo a respos
ta contritil se estabilizava. Nos momentos anteriores a
essas trocas e eventualmente também depois delas €& que
procediamos a coleta de amostras do ligquido nutritivo pa
ra determinagao das variagdes da concentracgido dos k.a}qg

loides.




J. Variagoes da Concentracao dos A.B.I.Q0s. durante

0s Experimentos

Para a determinagao precisa da concentragio re-
al de um dos alcaldides em determinado instante no trans-—
curso de um experimento realizaram-se analises espectrofo
tométricas no comprimento de onda correspondente ao pico
maximo de absorgao conforme ja determinado previamente pa
ra a obtengao dos valores dos PK_S.

A analise da concentracgao dos alcaldides "in vi
tro" era realizada er associagac com o desenvolvimento ex
perimental descrito no Item H.3 "Situagaoc de equilil
brio para © agonistar, Aligquotas do liquido nutriti-
vo colhidas na cuba perfusora, no instante seguinte & in
trodugao do alcaldide ao banho e tamb@m apds 60 minutos
de incubagao,eram lidas imediatamente ou mantidas em gela
deira {aproximadamente 4OC) até o dia seguinte. As solu-
goes recém-preparadas dos alcaldides eram també&m submeti-
das a analise confirmativa espectrofotométrica de suas
concentragoes. Toda vez que surgia situacido de equilibrio
com horizontalizagao do tracado colhiamos nova amostra e

a seguir lavavamos a preparacao por mais duas vezes.




RESULTADOS



I. DETERMINACAO DOS PK_s DOS ALCALOIDES BENZIL-ISOQUINOLI

NICOS.

As Figuras 2, 3, 4, 5 e 6 mostram os espec—
tros de absorgao no intervalo de 220 a 270 um para os al
caldéides, nos valores de pH indicados sobre as curvas ,
usando-se as solugoes-tampao descritas em "métodos".

Observamos que para o PAV-OH e para a NO2 -
PAV nao se registraram pontos isobésticos bem definidos.
Nestes casos os pontos escolhidos (Tabela 1) para calcu-
lo obedeceram a regra da maior probabilidade. 0 mesmo
ocorreu com as nossas primeiras determinagdes espectrais
da PAV, que, entretanto apds purificagdo por dissolucgao
fracionada permitiu obtencao de tracado adequado.

Na Figura 4 observamos que a escala de orde~
nadas foi expandida, consequéncia do maior coeficiente
de extingao molar para o MMIQ.

Na determinagao dos espectros as concentra-
¢oes M dos alcaldides foram: PAV 1,35 x 10"5; DMP 1,1 x

-5 6 5

10 7; MMIQ 5,0 x 10" ° ; PAV-OH 1,0 10 ° e NO.-PAV 1,0 x

2
-5

10 ~.

Os dados espectrais obtidos foram reunidos
na Tabela 1 e usados na determinacao dos PK, - A Tabela 2
mostra estes valores, determinados por dois pProcessos
diferentes.

A Figura 7 mostra a determinacao, pelo méto-

do grafico, dos PK, para o DMP e para a NO,-PAV.

2



Os valores de comprimento de onda e de coefi
ciente de extincao molar obtidos em PH 7,4 (Tabela 1) fo
ram os utilizados na determinagdo da concentragio de ca-
da alcaldide no liguido perfusor, a partir de amostras
colhidas por meio de pipetas automaticas nos pontos indi

cados nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12.




Figs. 2 e 3 - Os cloridratos de PAV e da DMP foram dis-—
solvidos em agua, na concentragéo de 1,35

x 1077 M e 1,1 % 107° M, respectivamente.



Pigs. 4 e 5 ~ 0Os cloridratos de PAV-OH e NOZ—PAV foram

dissolvidos em &gua na concentragao de

1,0 x 107° M.



Fig. 6 - O cloridrato do MMIQ foi dissolvido em &gua

na concentracao de 5 x 1078 m.
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Determinagao do pK_ da Papaverina - Método Matemitico

O espectro de absorgao (Fig. 2) mostra que em
solugao acida ha ma@xima absorgao pare comprimento de on
da de 250,0 pm. A medida que a solugao torna-se mais al
calina aumenta a absorgao para comprimento de onda cres-
cente, atingindo um pico maximo em 23%,0 um, gue corres-
ponde a absorgao do pomposto na forma ndo ionizada. O es
pectro apresenta também um pcnto isobéstico para compri-
mento de onda de 244,0 um.

Para cbtencao do valor de pK, da papaverina,
selecionamos o comprimento de onda onde ocorre o pico ma
¥imo do ccmposto na sua forma ionica, gue coiresponda a
250,0 um. O € da papaverina na forma iOnica corresponde

a 49.481 no pico maximo de zhsorgao.

pH A € BH|x10™  |B|x10™>  |u'|xw0”! K0 !
2,0 0,668 49.481

3,0 0,652

4,0 0,640

5,0 0,632

5,5 0,600 1,214 0,140 31,6 3,7
6,0 0,484 0,918 0,436 10,0 4,8
6,5 0,368 0,625 0,720 3,16 3,7
7,0 0,254 0,334 1,011 1,00 3,0
7,5 0,160

8,0 0,144

9,0 0,140

9,5 0,130

10,0 0,124 9.185

K=3,8x%10"

pK = ~1og K
Portanto pKa = 6,4 e pr = 7,6



Aw. \ ’ .-B
06
[}
g 04 .
G B. -
0 .
5 :
2 :
< 02 .. \
Poany ~A
i
4 6 8
pH
NO; PAV
06
rd
\ b B’
o Arme 4 -
s .
<o
< 0.4
o H
e .
< B~ A\ i
02 PN
Pl R

E N
o
o2}

pH

Fig. 7 - Determinacao dos pKa do DMP e N02“PAV pelo méto

do grafico. As absorbancias nos pontos de maxima
sao lancados graficamente contra pH, originando
as curvas AA' e BB'. As tangentes aos 4 segmen—
tos horizontais e 2 obliguos delimitam os seg-
mentos aa' e bb'. O ponto médio desses segmen-
tos, projetado verticalmente define na abcissa

o{s) wvalor{es) do(s) pKa(s).




VALORES DE pK_ PARA 0S AT.CALDIDES

BENZIL-ISOQUINOLINICOS

Alcaldide método | método
grafico ‘ matematico
PAV 6,4 | 6,4
DMP 6,3 6,3
MMIQ 6,3 6,3
PAV~0OH 6,4 6,4
NOz-PAV 5,8 e 6,4 -
Tabela 2 - Valores de pK, para os cinco alcaldides

obtidos pelos métodos grafico e matema-
tico. Os dois valores da NOZ—PAV corres

pondem a seus dois grupos ionizaveis.




II. CINETICA DE RELAXAMENTO E RECUPERAGAO DA CAPACIDADE

DE CONTRAGAO AO (CARBACOL

As Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 mostram as res
postas a uma dose sub-maxima de CBC e a cinética de re-
laxamento por um dos alcaldides, sempre na concentracio
de 1,8 x lOwSM, até definigdo do efeito mdximo. A par-
tir de 60 minutos de contato da preparacac com o alca-
1oide, estas figuras mostram como se processa, no tem-
po, a recuperacgao da capacidade de responder ao CBC ,
mantido no ligquido perfusor, exatamente na mesma concen
tracao, ao longo de todo o experimento. Obsexvamos que
ds sucessivas lavadas da preparacao ha coincidéncia en-
tre a retomada da contragao, com a diminuicdo da gquanti
dade do alcaldide no banho. As concentragdes molares mé
dias, medidas espectrofotometricamente estao colocadas
nos retangulos e correspondem a amostras colhidas do ba
nho perfusor com auxilio de pipetas automiticas, nos
pontos indicados pelas setas. Estas estao situadas
sob a marca W indicando que o liquido colhido neste pon
to esteve em contato com a preparacgao desde a marca W
imediatamente anterior até este local. 0O alcaldide foi
adicionado ao banho alguns minutos apds obtengao do e~
feito maximo ao CBC, conforme indicado pela flexa..

| " Na Figura 8 observamos que a PAV produz ,
nessa concentragac, efeito miorelaxante intenso, que se

manifesta logo ao contato com a preparagéo € gue se com




pleta cerca de 20 minutos depois desse contato. Ainda as

sim, a papaverina foi mantida no banho por mais de 40 mi
nutos, quando entao se inicia a fase de anidlise da recu-
peragao. Observar que a guantidade de papaverina adicio-
nada ao banho diminui de 180 para 150 nanomoles apds 10
minutos e que nos 60 minutos de incubacio cerca de 60 na
nomoles do alcaldide foram "gastos".

A quantidade de PAV detectavel logo apds a
dupla substituigao do 1liquido perfusor por outro igual ,
porém isento do alcaldide foi de 5 n moles. Observamos
gue nos 20 minutos seguintes houve recuperacgac de aproxi
madamente 36% da resposta ao CBC engquanto gue foram en-
contrados cerca de 20 n moles de PAV. Para recuperacgao
de 65% o valor medido do alcaldide foi também de 20 n mo
les. Depois de 70, 90 e 110 minutos da retirada da PAV
do banho as recuperagoes percentuais foram respectivamen
te de 70, 78 e 83, para as guais foram encontrados pela
ordem, 10, 9 e 4 nanomoles de PAV no banho.

A Figura 9 mostra os resultados do mesmo ti-
po de experimento feito com a DMP observamos inicio tam-
bém imediato do relaxamento pelo alcaldide, efeito miore
laxante de 100% depois de 40 minutos, recuperagaoc de a-
proximadamente 44, 67 e 77% da resposta contratil nos
tempos de 50, 90 e 110 minutos em auséncia do DMP.  Dos
180 n moles deste alcaldoide existentes no banho perfusor
logo'apés © 309 minuto de experimento, cerca de 50 n mo-
les nao puderam ser detectados depois de 60 minutos de

incubagao. Observamos o fato importante de gue nada me-



nos de 18 n moles permaneceram no banho perfusor depois

de substitui¢ao por duas vezes usando-se "Krebs-CBC" .
Seguem-se os valores de 13, 12 e 10 n moles, guando a
prepara¢ao ja ndo mais acrescenta contragio a subsequen
tes lavadas.

A Figura 10 ilustra o comportamento da pre-
paragac frente ao MMIQ. Podemos observar gue o efeito
méaximo gquanto ao relaxamento perfaz cerca de 91%, embo
ra se inicie tao logo da sua adicdo ao banho. Por outro
lado se constata que o equilibrio & também rapidamente
atingido, ja aocs 10 minutos, em relagao a quantidade de
MMIQ no banho perfusor. Em particular, com o uso desse
alcaldide, a recuperagao foi mais baixa, correspondendo
aproximadamente a 65% dos 110 n moles do MMIQ que perma
neciam no banho apds 60 minutos de incubagio.

O PAV-0OH produziu (Figura 11) felaxamento
méaximo de aproximadamente 87% ji apds 30 minutos de con
tato com a preparagao. Dez minutos depois da adicao do
alcaldide e relaxamento era de quase 70% embora a andli
se espectrofotométrica de uma amostra do ligquido perfu
so0or coletada nésse ponto nao tenha revelado variagao na
quantidade de PAV-OH. Completados o©s 60 minutos de incu-
"bagao, cerca de 30 n moles do alcal&ide pefmaneciam fo
ra do liquido perfusor. A recuperacaoc foi de 1.00% . de-
poils de aproximadamente 70 minutos da mudanga para o
"Krebs-CBC". Depois de 60 minutos de incubagdc com o
PAV-OH foram determinados cerca de 150 n moles no ba-

nho. A recuperagao total quando a recuperacdo era de



100% correspondia a cerca de 37 n moles, nos 10 ml do
banho.

Finalmente, a NO,-PAV (Figura 12) produziu

2
seu efeito miorelaxante maximo de arroximadamente 50% a
pds 50 minutos e recuperacao commleta, isto &, de 100%,
também depois de 50 minutos da supressio do alcaldide do
liguido nutritivo. Depois dos 60 minutos de incubagao pu
deram ser detectados apenas 60 n moles no banho. A recu

peragao conseguida até o final do experimento somou ape

nas cerca de 35 n moles.
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IITI. MEDIDA DA ATIVIDADE ESPAMOLITICA PRODUZIDA POR

DUAS DOSES DIFERENTES DE ALCALOIDES

As Figuras 13 e 14 mostram os efeitos espa-
moliticos mdximos atingidos nos tempos indicados, para
as doses de 1,8 e 7,2 x lO—SM. Podemos observar que a
PAV produziu efeito maximo j& aos 20 minutos com dose
pequena (P) e que esse tempo nao se reduziu com é dose
grande (G). A NO,~PAV atingiu um maximo de 48% de rela-
xamento, apds 40 minutos com a dose P e 67% aos 30 minu
tos com a dose quatro vezes maior. Revela-se o0 menos
potente neste teste. Quanto a%agéio do MMIQ, esta & valida ape
nas para a dose P, face a discrepancia entre a dose su-
postamente usada e a verificacao espectrofotométrica .
Esse problema afetou apenas os experimentos com dose al
ta que, porisso, diferem pouco da dose P. Assemelha- se
portanto, quanto & poténcia, ao PAV-OH. Com ressalva ja
feita, essa mesma comparagdo parece valer também para a
dose maior. O DMP atingiu 100% de relaxamento tanto com
a dose maior como com a menor, aos 30 e aos 50 ou 60 mi
- nutos respectivamente. Esses diagramas de barras permi
tem observar com clareza certas analogias e diferencas.
Assim, verificamos que com a dose maior a N02~PAV ~ tem
nao apenas poténcia semelhante, como acompanha estrita-
mente o efeito do MMIQ (na concentracac nao corrigida).
Ja a comparagdo entre PAV-OH e DMP permite verificar que

existe até inversao de posicado, isto &, com dose P o




DMP a partir dos 20 minutos parece algo mais poderoso
que © PAV-OH, enquanto que com a dose G este Gltimo tam
bém alcanca 100% de efeito ja aos 10 minutos, valor al-
cangado pelo DMP s6 entre 209 e 309 minutos. Com esta
dose G o PAV-OH acompanha de perto a atividade miorela-
xante da PAV, o gue nao ocorre para dose P, principal-

mente no inicio do experimento.
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IV. INIBICAO RESIDUAL DOS ALCALOIDES BENZIL-ISOQUINOLI-
NICOS EM DIFERENTES TEMPOS DE CONTATO, AVALTADA PE-

LO CBC EM DOSE SIMPLES, NA MESMA CONCENTRACAQ.

A Figura 15 mostra, diagramaticamente, os
resultados obtidos apds incubacdo de 20 ou 40 minutos
com cada alcaldide na vigéncia de contracio sub- maxima
ao CBC. Decorridos esses tempos, o alcaldide e o agonis
ta sao retirados e a preparagao inicia seu relaxamento
que & completado pela adigdo do isoproterenol (IS), sem
pre na dose de 4 x 10—7M. Seguem - se sistematicamente
trés lavadas da preparagdo e logo se repete o CBC para
a primeira observag¢ao, que corresponde ao tempo zero no
nosso diagrama. Aos 60 e aos 120 minutos repetem—-se ag
operagoes a partir do IS, sempre com o CBC exatamente na
mesma concentracao.

Observamos portanto que nestas condigoOes e-
xiste sempre um efeito residual que e tempo dependente,
isto e, preparagoes apds 40 minutos de contato com um
mesmo alcaldide benzil-isoquinolinico d3o menores res-—
postas ao CBC em relagao ds que ficaram incubadas  por
apenas 20 minutos. Observamos também que a PAV, que se
revela mais potente sob ocutras condicgdes é o que deixa
maior efeito residual, seguido pelo DMP e PAV~OH que a
sucedem ordem decrescente de potéencia espamolitica. Os
resultados com o MMIQ nao sao conclusivos, face ao pro-

blema do uso de doses ndo corrigidas. A NOZFPAV, ©c me-




nos potente dentre os alcaldides estudados, pexmite ra-

pida, porém incompleta recuperagao.
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V. RESPOSTAS A ADICAO CUMULATIVA DO CBC EM PRESENCA DOS

ALCALOIDES BENZIL-ISOQUINOLINICOS

A Figura 16 corresponde a um dos registros
originais da série de experimentos cujos resultados apa
recem nas figuras subsequentes, 18, 19 e 20. Ela mostra
uma curva dose-cumulativa x resposta ao CBC e sua repe-

tigao apbs 60 minutos de contato com o PAV-OH ( 7, 2 x

10 > M), correspondente ao painel B da Figura 18.

A Figura 17 permite constatar as dimensodes
do "fading", média de 4 determinacgdes, nas quais o in-
tervalo entre duas curvas dose-cumulativas foi o mesmo
qgue quando do uso dos alcaldides, nesta sequéncia de ex
perimentos.

Na Figura 18 estao representadas  experién
cias com NO2—PAV e PAV~0OH. Nesta, e nas duas subsequen-
tes, para evitar influencia da primeira curva, aos 30
minutos sobre a segunda, foi realizada outra prepara-
géo, 0 par da anterior, na qual houve coincidéncia das
respostas primitivas ao CBC, donde estarem representa -
das somente trés curvas.

Como era de se esperar, em todos os casos
houve deslocamento para a direita, aproximadamente para-
lelo em quase toda a extensao da curva. As medidas des
se deslocamento feita sobre o eixo das concentragoes sao
de uma unidade log para a NO,-PAV, isto &, a preparacao

comega a se contrair quando a concentracao do CBC & de




5 x 1070 M, para o DMP com 1 x 10/ M, para a PAV-OH &
3 x 10”7 M, para o MMIQ 5 x 10_7 M e também para a PAV
5x 1077 M.

Ainda nas Figuras 18, 19 e 20 observamos, a
nivel de 50% do efeito maximo ao CBC, um afastamento de
0,7 unidades log para a direita entre as curvas nos tem
pos zero e 60 minutos; 1 unidade log para o DMP e tam-
bém para o PAV-OH, e 1,4 unidades log para o MMIQ.

Entretanto pode se observar que para a PAV
esse confronto nao pode ser feito com doses equivalen -
tes, ja& que um fendmeno gualitativamente diverso se ma
nifesta, tanto na curva dos 60 como na dos 30 minutos '
simulando uma curva indicativa de antagonismo nao compe
titivo. Partindo da hipOtese de que esse fendmeno decor
ra da maior poténcia da PAV em relagdc aos demais alca-
1éides realizamos o mesmo experimento com dose 8 .vezes.
menor, € o resultado pode ser apreciado no painel B da
mesma Figura 20. Nessas condicoes, para nivel de 50% de
resposta maxima ao agonista, o afastamento entre as cur
vas nos tempos zero e 60 minutos & de 0,8 unidades log.

Quanto as diferencas entre as varias curvas
nos tempos 30 e 60 minutos constatamos, com uma Ginica
provavel exce¢dao, gue nao had entre elas diferencga que
esteja fora dos limites atribuiveis ao "fé&ing“ ;mPOSw
to pelo procedimento experimental, ilustradeo na Figura

17.
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Fig. 17 - Curvas dose-resposta cumulativas ao CBC, cons-
trulidas com os valores médios de 4 experimen-
tos, nos tempos zéro (& esquerda) e apds 60 mi
nutos, objetivando obter medida do "fadihq“ do

procedimento experimental.
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VI. CARACTERISTICA DO MOSCULO TRAQUEAL ISOLADO DA CO-

BATA

A Figura 2] mostra um experimento tipico de-
monstrativo das caracteristicas da preparagao "cadeia
tragueal isclada da cobaia", como se apresenta nas nos-
sas condigOes experimentais.

Observamos sistematicamente a existéncia de
trés niveis de contrag8o. O nivel um surge apds algum
tempo (10-20 minutos) apds montagem da preparacgac na cu
ba perfusora. Apds atingido o maximo nivel dessa contra
¢ao espontdnea (SPT) iniciamos uma sequéncia de estimu
los mecanicos com troca verdadeira (vide métodos) ou si
mulada do liquido nutritivo e observamos sucessivos pe-
quenos acréscimos da contragdao até obtengao de novo pla
td, nivel dois. Chamamos de ST & estimulagdo nessas con
digoes quer partindo do nivel zero, maximo reiaxamento
de que a preparagao & capaz, Como aparece na segunda e
na guarta curvas dessa mesma figura quer partihdo do ni
vel um. A contragao maxima de que a preparacao & capaz
define um nivel trds , representando aqui pela contra-
¢ao ao CBC. A rigor a curva mostrada & sub-maximal. Sua
amplitude & de 83 a 90% da maxima, calculados a partir
de treze determinagoes, conforme descrito em métodos. A
concentragao do CBC no banho para obtencao dessa respos
ta sub-maximal estd em torno de 2 x 10—8 M. A terceira

curva da Figura 21 msotra que apds obtencao do efeito




sub-maximal ao CBC a supressao deste, por "Krebs"™ sim-
ples, produz relaxamento da preparacdo, porém, sem exce
cao, somente até um nivel comparavel ao nivel dois, re-
cém-descrito. A partir dai, o relaxamento adicional sd
e consequido com o uso do isoproterenocl (IS), usado por
nds rotineiramente, ou outros agonistas beta-2 adrenér-
gicos ou ainda pelo nitroprussiato de sodio, ou ainda
pelos alcaldides benzil-isoquinolinicos. Todas essas
substancias relaxantes, uma vez supridas do banho dao
condigao para que a prepara¢do retome, apds alguns minu
tos novamente o nivel um, desde que mantida en condi-
¢oes de quiescéncia.

A Figura 21 mostra a seguir que o sulfato de
atropina, nao exerce a menor influéncia sobre o tono da
preparacao apesar de ter abolido por completo a respos-
ta ao CBC adicionado subsequentemente. J3 o IS produziu
rapido e completo relaxamento, tal como faz a indometa-

6 Ma2,6 x 10m6 M) cuja velocidade de

cina (1,3 x 10
relaxamento & dose-dependente, e que por seu efeito ir-
reversivel sobre o tono intriseco da preparacio, ;istd
&, sobre as respostas ST e SPT, difere fundamentalmente
do IS, francamente reversivel.

Podemos observar ainda na mesma figura a fran—
ca recuperacao da resposta ao CBC, isto & a completa
reversibilidade do efeito da atropina e a supressio do
tono intrinseco, da IDMTC.

Os niveis ST e SPT guardam entre si uma rela

gao quantitativa interessantemente constante. Em seis




experimentos essa relacao foi de 2,38 + 0,2.
O tono intrinseco da preparagdo & funcgao dire
ta também, dentre os limites experimentais, da temperatu

ra. £ o que mostra a Figura 22.
A. Efeito da Temperatura

Podemos observar na Figura 22, seis curvas de

um mesmo experimento no gual alternamos a temperatura do

banho perfusor em 30°C e 40°C. A posicdo relativa das cur .
vas na abcissa foi alterada para maior clareza de apre-
sentagao. Sua geometria e os pontos de estimulo sio exa-
tamente os mesmos, no tamanho natural do registro.

Alem da visivel diferenga no tono miximo atin
gido quando da estimulagao mecanica nas marcas em circu-
lo sobre as curvas, podemos constatar, levando em consi-
deracao por exemplo as alturas correspondentes 3 tercei-
ra estimulagao os valores sao de 7 mm, 15 mm e 21 mm a
30°C e de 47, 60 e 65 mm. a 40°C. Existe portanto além
da diferenga entre a amplitude das curvas, uma acelera -
¢ao do processo que leva ao desenvolvimento do tono, ao
longo do tempo, numa mesma temperatura. Observa-se que ©
equilibrio, medido pela horizontalizacao do tracado, cor
responde aproximadamente a décima estimulag3o para ambas
temperaturas. Assim, a enorme diferenca apresentada no
inicio tende a se anular com a aproximacac do efeito ma-
ximo. As duas filtimas curvas foram realizadas quatro ho-

ras depois das primeiras.
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DISCUSSAO



DISCUSSAD

Apds experimentos preliminares "in vitro" ve
rificamos diferencas na intensidade dos efeitcs produzi
dos pelos alcaldides. Nossa primeira preocupacgao foi de-
terminar se estas diferencas poderiam ser causadas por
propriedades fisico~gquimicas notavelmente diversas entre
estas substancias, potencialmente capazzes de influir, mes
mo "in vitro", sobre a disponibilidade de cada uma delas
na biofase.

Através das fOrmulas estruturais apresenta-
das em "métodos" observamos que £3ao pequenas as diferen-
¢as em relagao aos pesos moleculares. Do ponto de vista
de geometria molecular a maior diferenca estd representa
da pelo fechamento do anel correspondente ao grupo meti-
lenodioxi do MMIOQ.

Sabemos que um 6rgac ou um tecido sok perfu-
sdo "in vitro" estd sob limitada influéncia dos fatores
de transferéncia e transformagdo quimica que sio geral -
mente operatives de modo mais ou menos intenso "in vivo!®
(Ariens e cols., 1964). Ha, entretanto, evidéncias na 1i
teratura de que fatores farmacocinéticos podem operar
mesmo "in vitro", configurando situacdes complexas de
distribuigao seletiva de drogas, de modo a afetar signi-
ficativamente resultados experimentais, ou sua interpre-
tagao. B, por exemplo, © gue demonstram Furchgott e cols,

(1973) ao descrever, ainda na preparacdo traqueal, a e-




xisténcia de sitios aceptores para ¢ propranclol, cuja
afinidade seria 2 a 3 ordens de grandeza inferiores &-
quela em relagao aos beta-receptores, porém em concen -
tragao muito mais elevada.

Resultados anteriores mostram claramente
que esses alcaldides exercem pelo menos alguns efeitos
bioldgicos importantes sobre enzimas ou estruturas de
lccalizagao intra-celular. Assim, por exemplo, Vercesi
e cols. (1975) demonstraram que o MMIQ produz forte ini
bigao da fosfodiesterase do 3', 5'-AMP  isolada de cére
bro de coelho, a exemplo do que faz a PAV sobre varios
sistemas celulares (Kukovetz e Poch, 1970). A rapida e
poderosa inibicac produzida pela PAV no consumo de oxi-
gérioc de fatias de cérebro de ratos imersas em Krebs -
Henseleit suporta a idéia de acdo intra-celular, (Mei-
relles e Vercesi, 1979). Santi e cols. (1964) demonstra
ram que a inibigao intensa que a PAV exerce sobre miscu
los lisos & semelhante aos da hipdxia, no sentido de
que suprime, em determinadas condigdes, a fase tdnica
sem alterar significativamente o componente fisico da
contragac, de mcdo semelhante acs efeitos provocados pe
lo 2,4-dinitrofenol, pelo cianeto e outrcs inibidores
metabélicos.

Embora alguns autores, como Berndt e gols.
(1976) tenham encontrado estreita correlagao entre o
efeito miorelaxante, a inibicdo da fosfodiesterase e o
teor de AMPC em misculo liso tratado pela PAV, pela eu-

paverina, ou pela etil-papaverina, esse mecanismo esta



longe de ter aceitagado geral. Takagi e cols. (1958) admi
tem que a agao relaxante da PAV & intra-celular, enquan-
to outros autores preferem explicar o proces#o em funcao
do envolvimento do Ion calcio (Demesy-Waeldele e Stoclet
(1971, 1975), Sakai e cols. (1978). Thorens e Haeusler
(1979) admitem que a PAV produz relaxamento do misculo
liso por inibir ¢ influxo do Ca2+, engtanto que o nitro-
prussiato de sdodio, também "espasmolitico de agao dire-
ta" facilita o efluxo de 45Ca, sem entretanto modificar
a captagao desse Ion pela c&lula (Zsotér e cols., 1977).
Percebe-se do exposto que o mecanismo de agao desses a-
gentes permanece desconhecido.

Esses fatos mostram a necessidade sentida por
muitos autores de abordar o problema a nivel bioguimico
para auxiliar a interpretagao farmacoldgica dos fatos 1i
gados & agao de subst@ncias biologicamente ativas  como
os alcaldides b. i. g. que caracteristicamente n3oc agem
afravés de receptores.

Como mostram nossos resultades, a analise
pura e simples do aspecto das curvas dose-efeito e do
seu deslocamento quando em presen¢a de outras substan-
cias nao permite mais do gque indicagdes em determinado
sentido. Os fenOmenos estudadcs por nds podem ser ccnsi-
dera@os adequadamente como antagonismos fisiolbdgicos, em
bora possam também ser classificados como antagonismondo
camnpetitivo . O fato fundamental & a caracteristica inespe
cificidade de agao desses alcaldides em relacao ao agen-

te responsavel pela contracdoc por eles antagonizada e a



inexisténcia de uma ou mais substancias capazes de blo-
quear de modo especifico sua acgao.

Os antagonismos foram estudados contra efei
to do carbacol, em razao de ser este o agonista mais a-
tivo sobre a preparacac usada, o que permitiria também
a utilizagao das menores concentragdes ativas dos alca-
1oides. Nesse contexto a NO,PAV € amenos, ea PAV a
mais ativa dentre os alcalbides estudados. Seguem, em
ordem decrescente DMP, PAV~OH e MMIQ. Os valores dos
PK, obtidos mostram que nao hd possibilidade de que as
diferengas de poténcia estejam influenciadas por fato-
res farmacocinéticos "in vitro”.

Os experimentos nos quais procedemos a ana-
lise simulta@nea da concentragdo do alcaldide remanescen
te no banho e o registro do comportamento do misculo 1i
so permitem obtencao de dados valiosos e interessantes.
Assim, dos 10 aos 60 minutos apds a adicao dos alcaldi-
des a cuba perfusora houve, em todos os casos, decréscé
mo na quantidade dessas substancias, detectdvel espec-
trofotometricamente, no banho. Se admitirmos que pelo
menos a quase totalidade do alcaldoide que "desapareceu"
do liquido nutritivo se transferiu para a preparacao bio
1égica podemos observar que ndo hi correlacdo aparente
entre a quantidade "penetrada™ e a intensidade do efei-
to de relaxamento. Constatamos também que para a mesma
quantidade "penetrada" de alcaldide, por exemplo, 30 n
moles/10 ml do banho para DMP, PAV e NoszAV, os relaxa

mentos aos 10 minutos sao diretamente proporcionais a



poténcia miorelaxante,

O MMIQ e a NO,—PAV caracteristicamente pene
tram de modo mais rapido na prepsracao e, provavelmen -
te, fazem o mesmo no sentido inverso quando se inverte
o gradiente de ccncentracao. Por falta de conhecimento
préevio desse fato, e, ccomo a troca do liguido nutritivo
& sempre dupla, embora em rapida sucessao, as guantida-
des de MMIQ e de Noz—PAV "penetrada” e recuperada sao
muito diferentes, indicando perda significativa. Em con
traposigao, a concordancia entre essas quantidades para
a PAV e a DMP mostra que nao houve perda e que a "pene-
tragao" foi de 30 n moles/1l0 ml para ambas substancias
aos 10 minutos de sua adigao ao banho, correspondentes
a 55% e 95% de efeito respectivamente. Ccmo aconteceu
para todos os alcaldides estudados, dos 10 aos 60 minu-
tos de incubagac, aumentou a quantidade transferida pa
ra a preparagac. Essas quantida&es foram, aos 60 minu-
tos de 50, 60, 110, 30 e 120 n moles /10 ml, respectiva

mente para DMP, PAV, MMIQ, PAV-OH e NO,-PAV correspon -

2
dentes a 100, 100, 91, 87 e 50% de relaxamento. A Tabe-
la 4 permite visualizar o conjuntc dos dados nesta ana-
lise. Okservamos que recuperagces completas ocorrem sem
pre que o efeito miorelaxante maximo nao atinge 100% co

mo foram os casos da NO, PAV, da PAV-OH, e do MMIQ (Fi~

2
guras 10, 11 e 12).
Podemos observar pela mesma takela, que o

PAV-OH chega a produzir 70% do efeito maximo, antes que

seja possivel detectar redugac de sua ccncentragao  no



banhc perfusor. Dentro de uma margem de erro aceitavel
para a coleta da amostra, esse fato sugere que mesmo
uma quantidade limitada do alcalcide produz o efeito me
dido, e que o relaxamento nac se completa nem mesmo aos
60 minutos, isto &, na concentracao de 1,8 x 107° M o
efeito maximo nac & atingido. Com a NO,-PAV a penetra-
¢do € rapida e intensa, porém o efeito pequeno e a recu
peragao do alcaldide no banho indica perda. A PAV tem
penetracao aparente mais rapida, mas se confirma COmo
muito potente, seguida logo pelo DMP. Admitimos, por-
tanto, considerendo os dados das Figuras 8, 9, 10 11 ,
e 12 gue pode se falar em velocidade de penetragaoc apg
rente, que face a grande semelhanga ertre as moléculas
estudadas, e de seus PK_ S, nao permite a correlacao com
os dados fisico-quimicos.

Cuanto ag efeito residual, nossos'resultaﬁ
dos concordam com a observagéo de Rocha e Silva (1950),
segundo a qual a velocidade dc processo de recuperagao
da atividade contratil nao depende da natureza do anta-
gonista, mas do grau de inibic¢do produzida por ele, ana
logia que lembramos, porém sem gqualquer implicagdo de
que os fendmenos estudados sejam semelhantes.

Para um mesmo alcaldide, quando as doses
foram iguais, a recuperac¢ac € tanto mais lenta quanto
maior o tempo de incubacao (20 ou 40 minutos). Para um
mesmo alcaldide e mesmo tempo de incubacao, a recupera-
¢ao & inversamente proporcional 3 intensidade da inibi

¢ao produzida.



RELAGOES CONCENTRACAO-EFEITO DOS CINCO ALCALOIDES

9 apds | Dpmp PAV MMIQ PAV.OH NO,PAV
Q
g 10
30 30 110 0 30

" 2 min.
o o
0 4 555 953 45% 70% 27%
3 _
=3
Z 2 apds 50 60 110 30 120
g 60
3 min. | 100% 100% 913 873 50%
o O

o
2
& w o 53 63 71 39 32
§ g o

— o
MR 0 o
5 £ 4 712 83% 933 1008 100%
[x3
mooW

Tabela 3 - Correspondéncia entre concentragao de alcaldide e
atividade muscular nas fases de relaxamento e de

contragao (recuperagao) ao CBC.
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Fig. 23 - Curvas log dose cumulativa - respostas 3 his-
tamina no ileo isclado da cobaia (painel A) e
ao carbacol no misculo reto abdominal de sa-
ro, (painel B) em auséncia e em presenga de
papaverina, nas concentragaes indicadas scbre

as curvas. {(De Ariens e cols.,, 1964).




A Figura 23, de Ariens e cols. (1964) mos-
tra semelhanca com nossa Figura 20 A, ilustrando efei
tos produzidos pela PAV em Ergaos diversos, em perfu-
sdo, chamando a atengao para o deslocamento das curvas
que precede ©O declinio das mesmas, sugerindo, aqueles
autores que esse fato seja indicativo da existéncia de
receptores de reserva.

Quanto ao tono intrinseco da preparagéo '

nas condigoes dos ncssos experimentos, convém salientar

que inexiste a participagao do sistema colinérgico, tal
como descrito por Farmer e cols. (1972), como se pode
observar pela Figura 21. Verifica-se que naoc apenas a
atropina ndo exerce qualquer efeito sobre a preparagao
guandc sob condigao de tono elevado, ccmo também, ao
contrario dagueles autores, a indometacina, em doses
pequenas exerce agao seletiva e completa, levando a pre
paracdo ao nivel zero, como fazem também o isoprotere -
nol e o nitroprussiato de sé&dio.

E provavel que em todos 0s experimentos em
que ndo usamos inibidores da PG-sintetase, 0 que foi
maioria dentre os realizados para analisar efeitos dos
alcaldides benzil—isoquinolinicoé, tenha havido sinte-
se de PG guando usamos o CBC, como afirmam Orehek e
cols. (1973 e 1975). Esses autores analisaram, por meio
de bio-ensaio e também por cromatografia, oS produtos
secretados quando da contragdo da traguéia produzida quer
pela histamina, gquer pela acetilcolina.

Ao longo de nossos experimentos pudemos



constatar gque, ao contrario da atropina que produz re
laxamento especifico da cadeia traqueal previamente con
traida pelo CBC s6 até o nivel um, e jamais até o nivel
zero (linha base), os alcaldides b. i. g. promoven rela
xamento completo ou nao em funcdo de sua poténcia espas
molitica, mas nao limitado pelo sistema intrinseco pros
taglandinérgico modulador do tono. As respostas subse~
quentes & estimulacdo mecadnica ficam temporariamente
mas nunca irreversivelmente abolidas, fato que concorda
com prévia afirmativa de Ferreira e cols. (1972) de que
a produgaoc de PG nado & afetada pela PAV, em jejuno iso-
lado de coelho.

A diferenga fundamental entre esta prepara

¢ao traqueal e a de jejuno isolado de coelho descrita

por Ferreira e cols. (1972) & que nesta apds o ‘"perio
do de coleta" de trinta minutos o 6rgao desenvolve ten-
sao que desaparece quando se substitui o liguido nutri-
tivo. A tensdo esta portanto condicionada & presenca de
PGs gue se revelaram ser da série E e F. Na cadeia tra-
queal isolada de cobaia, por razoes de compartimentacdo
celular ou por diferengas qualitativas no acoplamento
entre excitagao e contragdo, quandc se lava a prepara-
G20 nao had absolutamente nenhuma diminuic3o do tono que,
aoc contrario, se "acumula" a cada novo estimulo como se
vé na Figura 21. Orehek e cols. 1975 realmente demons -
traram que este sistema endbgeno "prostaglandindrgico "
€ modulador no sentido centripeto, isto &, facilita as

respostas as pequenas doses de agonistas exbgenos espas



mogénicos e se opoe 5s respostas as grandes doses. Obser
va-se que na preparagao de Foster ligeiramente modifica-
da, pode-se inibir seletivamente o SI (sistema intrinse
co) por varios anti-inflamatdrios nido esterdlicos (AINE)
(Meirelles e cols, 1979)ou pela quinacrina, conforme pre
conizado por Vargafitig & Dao (1971) embora, neste alti-
mo caso o tempo de incubagdo nac possa Ser mMenor que uma
hora. O encurtamento ou o aumento da tensao foi proposto

també&m como o responsavel pelo "disparo" do SI (Orehek e

cols, 1975). Por outro lado constatamos que algumas subs
tancias, notadamente metais pesados inibem seletivamente
o funcionamento desse sistema de PG, e que esSa inibic¢ao
pode ser prevenida mas nao revertida pela cisteina ( Mei
relles & Miyasaka, nao publicado). Em relagac aos agen-
tes miorelaxantes, obtemos, como notavel constancia e re
cuperacao da capaéidade contratil, quatro minutos apos
a eliminacaodo nitroprussiato de sddio (NPR), ambos usa-

dos na dose minima eficaz, que & extremamente constante.



RESUMO E CONCLUSOES



RESUMO E CONCLUSOES

Os alcaldides benzil-isoquinolinicos estudados pre-
vinem ou revertem as respostas contrateis da cadeia

tragqueal da cobaia ao CBC.

A atividade espasmolitica &, em ordem decrescente :

PAV, DMP, PAV-OH, MMIQ e NOZ*PAV.

Os pKas determinados espectrofotometricamente 520
praticamente iguais, estiao em torno de 6,3 ou 6,4
indicando que no pH fisioldgico, estao os alcaldi-

des em 91% ou mais, sob forma nao dissociada.

Os efeitos residuais deixados pelos alcaldides sao
mais ou menos reversiveis, em fungéo inversa da in-
tensidade do efeito inibitdrio, e independem de per

gisténcia de alcaldide na preparagao.

0 sistema intrinseco modulador do tono atua esponta
neamente "in vitro", mas € intensificado pela esti-
mulacao mecénica ou pela elevagao da temperatura e
& inibido reversivelmente pelos alcaldides estuda -

dos.
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SUMMARY

The pharmacological effects of five benzyl -
isoquinoline alkaloids were studied on the isolated per-
fused guinea-pig tracheal chain.

The decreasing order of the spasmolytic acti
vity exerted is: papaverine, demethoxy-papaverine, papa-
verinol, dioxymethverine and nitro-papaverine.

The recovery of the contractile responses to
carbachol depends upon the magnitude of the preceding
inhibitory effect of each alkaloid and is, in some cases,
incomplete.

The pK, values of the alkaloids, determined
spectrophotometrically, are very similar and have proba-
bly no significant influence on the spasmolytic activity
differences.

Under the defined experimental conditions the
tracheal smooth muscle shows a spontaneous development
of tone that can be acellerated and increased in strenght
by elevating the bath temperature or by intermitent me-
chanical stimulation, and can be specifically and irre -
vergibly inhibited by indomethacin. The benzyl-isoquino-
line alkaloids in small doses antagonize, reversibly, the
development of tone and the contractions induced by

agonist drugs.
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