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RESUMO

Tendo em vista que o extrato etandlico obtido das folhas de Varronia dardani
(VD-EtOHF) apresentou efeito espasmolitico ndo seletivo em modelos de musculos
lisos ténicos e fasicos, sendo mais potente em Utero de rata, decidiu-se caracterizar
0 mecanismo de acdo tocolitica in vitro em ratas e in vivo em camundongos fémeas.
Para os ensaios in vitro, ap0s a eutanasia das ratas, o Utero era montado em cubas
de banho para 6rgao isolado e as contracdes isométricas eram avaliadas (n =5).
Para os ensaios in vivo, eram utilizados camundongos fémeas (n = 6). Todos os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFPB (certiddo 3864230519). Observou-se que o VD-EtOHF relaxou de
maneira equipotente 0 Utero de rata pré-contraido tanto com KClI
(CEso = 27,7 £ 3,1 pyg/mL) quanto com ocitocina (CEso=33,1+0,7 uyg/mL),
sugerindo que o extrato pode exercer seu efeito tocolitico através de um passo
comum entre as duas vias, como o0s canais de célcio dependentes de voltagem
(Cav). Para confirmar essa hipotese, foram realizadas curvas cumulativas ao CaClz
na auséncia (CEso=4,7 +0,2 x 10* M) e na presenca do VD-EtOHr e observou-se
um desvio da curva controle para direita com reducdo da poténcia espasmogénica
apenas na concentragdo de 729 ug/mL (CEso=7,9 + 1,8 x 10-® M), indicando que o
blogueio do influxo de Ca?* através dos Cav ndo é o principal mecanismo tocolitico
do extrato. Também foi observado que os canais de potassio, 0s receptores
adrenérgicos-p, a via das ciclo-oxigenases e do 6xido nitrico ndo estdo envolvidas
no mecanismo de agao tocolitica do VD-EtOHk. A inibigcdo de vias contrateis também
pode ocasionar relaxamento do miométrio. Com isso, avaliou-se a participacdo da
via RhoA/Rho cinase (ROCK) no efeito tocolitico do VD-EtOHr. Observou-se que na
presenca de Y-27632, um bloqueador ndo seletivo de ROCK, a curva controle de
relaxamento do extrato foi deslocada para a esquerda, com aumento da poténcia
relaxante em torno de 2 vezes (CEso = 14,5 + 2,7 ug/mL), sugerindo que o VD-EtOHF
modula negativamente a via RhoA/ROCK no seu mecanismo tocolitico. A
calmodulina desempenha um papel fundamental na sinalizagdo do Ca?* e contracéo
da musculatura lisa. Dessa forma, avaliou-se a participacdo desta proteina no
mecanismo tocolitico do VD-EtOHr, e foi observado um aumento da poténcia
relaxante do extrato em torno de 17 vezes na presenca do calmidazolium, um
blogueador da calmodulina (CEso =2,0 + 0,3 ug/mL), sugerindo que o VD-EtOHr
exerce seu mecanismo tocolitico por modular negativamente a calmodulina. No
ensaio de toxicidade aguda, o VD-EtOHr (2000 mg/kg, v.0.) ndo induziu sinais de
toxicidade nas condi¢cdes experimentais avaliadas. No protocolo que simula a
dismenorreia primaria, foi observado que o extrato inibiu as contor¢des abdominais
induzidas por ocitocina apresentando efeito maximo na dose de 1000 mg/kg
(Emax = 80,2 + 10,1% e DEso=105,5+ 14,8 mg/kg), sugerindo que 0 mesmo
apresenta atividade tocolitica in vivo em camundongos fémeas. Uma vez que a
dismenorreia esta relacionada com o aumento da producédo de PGF2q, Observou-se
que o VD-EtOHkr relaxou o Utero de rata pré-contraido com PGF2q (CEso = 15,4 £ 3,5
pMg/mL), sugerindo que o extrato pode modular negativamente a via de sinalizagéo
deste agonista contratil. Pode-se concluir que o VD-EtOHF modula negativamente a
via RhoA/ROCK e a calmodulina em utero de ratas, além de apresentar efeito anti-
dismenorreico em camundongos fémeas.

Palavras-chave: Varronia dardani, tocolitico, Utero de rata, RhoA/Rho cinase, calmodulina,
dismenorreia.
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ABSTRACT

Considering that the ethanolic extract obtained from the leaves of Varronia dardani
(VD-EtOHL) had a non-selective spasmolytic effect in models of tonic and phasic
smooth muscles, being more potent in rat uterus, it was decided to characterize the
tocolytic mechanism of action in vitro in female rats and in vivo in female mice. For in
vitro tests, after the euthanasia, the rat uterus was mounted in bath chambers for
isolated organ and isometric contractions were evaluated (n = 5). For in vivo tests,
female mice were used (n = 6). All experimental protocols were approved by Ethics
Committee on the Use of Animals of UFPB (certificate 3864230519). It was observed
that VD-EtOHL relaxed the rat uterus pre-contracted both by KCI (ECso = 27.7 £ 3.1
pg/mL) and by oxytocin (ECso = 33.1 + 0.7 pyg/mL), suggesting that the extract can
exert its tocolytic effect through a common step between the two pathways, such as
voltage-gated calcium channels (Cav). To confirm this hypothesis, cumulative curves
for CaCl2 were performed in the absence (ECso = 4.7 + 0.2 x 10* M) and in the
presence of VD-EtOHL, and it was observed a shift to the right of the control curve
with a reduction in spasmogenic potency only at the concentration of 729 pg/mL
(ECs0=7.9 £ 1.8 x 103 M), suggesting that the blockade of Ca?* influx through the
Cav is not the main tocolytic mechanism of the extract. It was also observed that the
potassium channels, B-adrenergic receptors, cyclooxygenase and nitric oxide
pathways are not involved in the tocolytic mechanism of VD-EtOHL. The inhibition of
contractile pathways can also cause relaxation of the myometrium. Thus, the
participation of the RhoA/Rho kinase (ROCK) pathway in the tocolytic effect of
VD-EtOHL was evaluated. It was observed that in the presence of Y-27632, a non-
selective ROCK blocker, the extract relaxation control curve was shifted to the left,
with an increase in relaxing potency about 2 times (ECso = 14.5 + 2.7 pg/mL),
suggesting that VD-EtOHL negatively modulates the RhoA/ROCK pathway in its
tocolytic mechanism. Calmodulin plays a key role in Ca?" signaling and smooth
muscle contraction. Thus, the participation of this protein in the tocolytic mechanism
of action of VD-EtOHL was evaluated, and an increase in the relaxing potency of the
extract about 17 times was observed in the presence of calmidazolium, a calmodulin
blocker (ECso = 2.0 £ 0.3 pg/mL), suggesting that the VD-EtOHL exerts its tocolytic
mechanism by negatively modulating calmodulin. In the acute toxicity test, VD-EtOHL
(2000 mg/kg, orally.) did not induce signs of toxicity under the experimental
conditions evaluated. In the protocol that simulates primary dysmenorrhea, it was
observed that the extract inhibited the abdominal contortions induced by oxytocin,
with a maximum effect at the dose of 1000 mg/kg (Emax = 80.2 £ 10.1% and
EDso = 105.5 + 14.8 mg/kg), suggesting that it has tocolytic activity in vivo in female
mice. Since dysmenorrhea is related to increased production of PGF2q, it was
observed that the VD-EtOHL relaxed the rat uterus pre-contracted with PGF2q
(ECso = 15.4 + 3.5 pug/mL), suggesting that the extract can negatively modulate the
signaling pathway of this contractile agonist. It can be concluded that the VD-EtOHL
negatively modulates the RhoA/ROCK pathway and calmodulin in rat uterus, in
addition to having an anti-dysmenorrhea effect in female mice.

Keywords: Varronia dardani, tocolytic, rat uterus, RhoA/Rho kinase, calmodulin,
dysmenorrhea.
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Caracterizado como o distdrbio ginecolégico mais comum em mulheres
jovens, a dismenorreia, também conhecida como cdlica menstrual, ocasiona
contracdes dolorosas na regido pélvica, ocorrendo imediatamente antes ou durante
a menstruacdo (OSAYANDE; MEHULIC, 2014). Geralmente, a dismenorreia é
acompanhada de outros sintomas, como sudorese, dores de cabeca, nausea, vomito
e diarreia (SHRESTHA et al., 2017).

Esta desordem € considerada um problema de saude publica, uma vez que
pode ter efeitos adversos na qualidade de vida e no estado mental das mulheres
acometidas. Uma combinacdo de fatores, incluindo a formacdo e liberacao
excessiva de prostaglandinas pelo endométrio uterino durante a menstruacao,
especialmente as prostaglandinas E2 e F2q, € uma hipotese que foi confirmada
devido a sua relacdo direta com o aumento da dor durante a menstruacéo,
ocasionado pelas contracfes uterinas frequentes e desritmicas (LEE et al., 2016;
YOUSEFI et al., 2019).

Tendo em vista a etiologia da dismenorreia, os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs) sdo considerados a primeira linha de tratamento farmacoldgico,
seguidos também dos anticoncepcionais e antiespasmaédicos (WONG et al., 2009;
MARJORIBANKS et al., 2010; PROCTOR; FARQUHAR, 2016). Embora uma série
de evidéncias apoie a eficacia desses medicamentos, eles também possuem varios
efeitos colaterais e restricdes, os quais limitam a utilizacdo dos tratamentos
convencionais (SEO; LEE; JO, 2019), impulsionando, portanto, o uso de fitoterapicos
como possiveis alternativas para o tratamento da dismenorreia (HSU; YANG; YANG,
2006; JENABI; FEREIDOONY, 2015).

O uso de plantas para tratar e prevenir doencas € uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade. Nos dias atuais, as plantas medicinais
continuam a desempenhar um papel importante como fontes de agentes
terapéuticos, originando medicamentos fitoterapicos ou substancias ativas isoladas
gue podem ser utilizadas como medicamentos ou como prototipos para a sintese de
novos farmacos (CASANOVA; COSTA, 2017).

Nesse contexto, destaca-se a familia Cordiaceae, em especial, 0 género
Varronia, para o qual ja foi relatada atividade vasorrelaxante (JAMKHANDE et al.,
2013) e espasmolitica em duodeno de coelho e ileo de cobaia (FENG et al., 1962)
para o extrato de Varronia globosa, em ileo de cobaia para o de V. spinescens
(TORTORIELLO et al., 1995) e atividade tocolitica em rata (FENG et al., 1964) para
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o extrato de V. brownie, bem como utilizacdo etnomedicinal do infuso das folhas de
V. globosa para o tratamento da dismenorreia (ABRANTES; AGRA, 2004; OZA,
KULKARNI, 2017).

Em estudos fitoquimicos realizados com o extrato etanodlico das folhas de
Varronia dardani (VD-EtOHg) foi possivel isolar duas chalconas, a 2’,6’-dihidroxi-4’-
metoxichalcona (pinostrobina chalcona) e 2’,6’-dihidroxi-4,4’-dimetoxichalcona
(gimnogrameno) (VELOSO et al., 2020a), além de cinco flavanonas, a 5-hidroxi-7-
metoxiflavanona (pinostrobina), a 5-hidroxi-7,4’- dimetoxiflavanona (sakuranetina-4’-
metil éter), a 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina), a 5,7-dihidroxi-4’-
metoxiflavanona (isosakuranetina) e a 4’,5,7-trihidroxiflavanona (narigenina) (DE
OLIVEIRA, 2016; TRIGUEIRO, 2019; VELOSO et al., 2020a).

Seguindo o critério taxondmico, e baseado no fato de que o VD-EtOHr
apresenta atividade espasmolitica ndo seletiva em aorta e traqueia de rato, ileo de
cobaia e Utero de rata, sendo mais potente neste ultimo 6rgédo (VELOSO et al.,
2020a), objetivou-se investigar o mecanismo de agéo tocolitica in vitro em ratas e o
efeito no modelo in vivo de dismenorreia primaria em camundongos fémeas deste
extrato. Dessa forma, objetivando propiciar subsidios cientificos na busca de

produtos derivados de plantas para uso na terapéutica da dismenorreia.
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2.1 Morfologia uterina

A aparéncia anatdbmica do Utero varia entre espécies. Nas mulheres, este
orgdo, em formato de péra invertida, é dividido morfologicamente em colo do Gtero,
istmo e corpo uterino (Figura 1), e € composto por trés camadas distintas: uma
externa, que inclui um revestimento seroso de tecido conjuntivo, chamado de
perimétrio; uma intermediaria, o miométrio, considerado o maior componente da
estrutura uterina, constituido por camadas de musculo liso entrelacadas no tecido
conjuntivo; e uma interna, o endométrio, composta por glandulas e vasos
sanguineos, cuja espessura varia durante o ciclo menstrual. Correndo ao longo e
entre esses feixes e camadas musculares estdo 0s vasos sanguineos e nervos
uterinos (SOUZA et al., 2017; MYERS; ELAD, 2017).

Figura 1 — Morfologia do utero humano.

Corpo uterino

Istmo

Colo do utero

LTI e

Fonte: biologianet.com/anatomia-fisiologia-animal/ltero. Acesso em: 25 nov. 2019.

J& nos roedores, o utero é bicornado e tem a forma de Y, constituido por um
par de cornos uterinos independentes entre si, que se estendem em direcdo a
vagina e se fundem parcialmente no corpo uterino. As tubas e os ovarios estido
localizados nas suas extremidades craniais (Figura 2). Caudalmente, esses cornos
sado rodeados por musculatura, formando um pequeno corpo uterino, e logo
inferiormente encontra-se a cérvix uterina (MARTINS et al., 2011; WRAY;
PRENDERGAST, 2019).
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Figura 2 — Morfologia do utero de ratas.

Ovarios

(‘s Cornos \)

n uterinos

Endométrio Miométrio
Cérvices

Canal
vaginal

Fonte: Adaptado de professor.ucg.br/SiteDocente/admin/arquivosUpload/4400/material/
Reprodutor%20A.pdf.

O utero das ratas também € composto por trés camadas, o perimétrio,
miométrio e endométrio, sendo o0 miométrio constituido por duas camadas de
musculo liso distintas, uma longitudinal exterior e uma circular interna com origem,
estrutura, funcdo e padrbes de contracao diferentes (AGUILAR; MITCHELL, 2010;
ABBAS; MONAGHAN; CAMPBELL, 2016). Ao contrario dos roedores, nas mulheres,
essas duas camadas sdo altamente entrelacadas e a separacdo das camadas
musculares lisas circulares e longitudinais ndo é tdo evidente devido a presenca de
interconexdes. Embora a estrutura do Utero varie consideravelmente entre as
espécies, seus conteddos celulares e componentes do tecido sdo bastante
semelhantes (WRAY; PRENDERGAST, 2019).

O ciclo uterino nas mulheres, também chamado de ciclo menstrual, &
caracterizado pelas mudangas ocorridas no endométrio durante o ciclo ovariano, em
consequéncia da acao dos hormoénios estradiol e progesterona. Cada ciclo uterino
apresenta trés fases distintas: a fase menstrual, quando ocorre descamacdo do
endométrio e ruptura dos vasos sanguineos, constituindo o fluxo menstrual; a fase
proliferativa, que se caracteriza pelo aumento da espessura tecidual do endométrio;
e a fase secretora, quando a parede uterina interna atinge sua espessura maxima,
preparando o Utero para a recepcado do embrido (GORE, 2008; MICHALAKIS;
SEGARS, 2010).
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Ja o ciclo estral, ciclo reprodutivo que ocorre nas ratas, tem duracdo de 4 a 5
dias e geralmente ocorre no inicio da puberdade, em torno do 32° dia de idade. Este
ciclo é dividido em quatro fases, nas quais 0s ovarios, Utero e vagina apresentam
morfologia caracteristica em cada estagio (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007,
DIXON et al., 2014). A fase do proestro, que dura aproximadamente 12 horas, é
caracterizada pelo predominio de células epiteliais nucleadas. O estro, com duracao
de 24 horas, corresponde ao periodo em que a fémea é receptiva ao macho,
havendo o predominio de células queratinizadas anucleadas. Se nao houver
concepcao, a fase que se segue é a do metaestro, que dura de 24 a 48 horas,
caracterizada pela proporcdo equivalente de células epiteliais, queratinizadas e
leucécitos. Ja na fase diestro, que dura 24 horas, h4 uma predominéncia de
leucaocitos, células epiteliais e muco, renovando o ciclo reprodutivo (MAEDA et al.,
2000; MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; VILELA; SANTOS-JUNIOR; SILVA,
2007).

As alteracdes estruturais observadas no epitélio vaginal de ratas durante o
ciclo estral sdo induzidas por estrogénio e progesterona. Durante o proestro, o0 nivel
de estrogénio aumenta e os foliculos ovarianos crescem rapidamente (MAEDA et al.,
2000). A ovulacdo ocorre durante o estro, entre 10 e 12h apds o aumento do
horménio luteinizante. Na auséncia de acasalamento no momento da ovulacéo, os
corpos luteos sao transitoriamente funcionais e secretam uma pequena quantidade
de progesterona. No entanto, em fémeas acasaladas, 90% dos O6vulos sao
fertilizados pelos espermatozoides apds a ovulacdo e a vida litea se estende por
toda a primeira metade da gravidez (PACCOLA et al., 2013; ARITONANG et al.,
2017).

2.2 Contracéo e relaxamento do musculo liso uterino

A funcdo miometrial de contracao e relaxamento do musculo liso uterino pode
ser de vital importancia em processos fisioldgicos, como o ciclo menstrual, transporte
de espermatozoides e embrides, implantacéo e parturicao (AN et al., 2013). Durante
a gravidez, o Utero permanece gquiescente e sofre hiperplasia e hipertrofia para
fornecer um ambiente adequado para o crescimento fetal, reduzindo a atividade

contratil, porém, a medida que se aproxima do parto, sdo geradas contracbes

sincronizadas e coordenadas para auxiliar na expulsdo do feto (YOUNG, 2007,
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SARKER et al., 2018). Na auséncia de gravidez, a contratilidade uterina facilita a
expulsdo dos tecidos endometriais ha menstruacdo (KUNZ; LEYENDECKER, 2002).
Dessa forma, disfuncdes na contratilidade uterina s&o uma das principais causas de
uma variedade de disturbios obstétricos e ginecoldgicos, como aborto espontaneo,
parto prematuro, hemorragia pos-parto, adenomiose e dismenorreia (QU et al.,
2019).

As contragbes uterinas dependem da atividade contrétil individual dos
elementos celulares, os midcitos uterinos. Estas células sao relativamente pequenas
e densamente compactadas com miofilamentos e corpos densos associados que
ocupam de 80 a 90% do volume celular e constituem a maquinaria contratil
(AGUILAR; MITCHELL, 2010). Como em todo tecido muscular, as proteinas
predominantes expressas na musculatura lisa uterina sdo miosina e actina, sendo
esta Ultima, seis vezes mais predominante (WORD et al., 1993). No interior da
célula, os filamentos de actina e miosina sao entrelacados com filamentos
intermediarios ndo contrateis, que também adicionam estabilidade e integridade a
célula (KAJULURI; LI; MORGAN, 2019).

A miosina do musculo liso, também chamada de filamento grosso, € uma
proteina hexamérica com duas cadeias pesadas, cada uma associada a duas
cadeias leves. A actina, ou filamento fino, € uma proteina monomeérica globular. Nas
células em repouso, 80% da actina € polimerizada em filamentos. Estes deslizam ao
longo dos filamentos grossos de miosina para encurtar a célula durante uma
contracdo (CARSTEN; MILLER, 2013; KAJULURI; LI; MORGAN, 2019).

Na atividade contratii da célula muscular lisa uterina, o0 encurtamento
muscular ocorre quando os filamentos finos exercem tensdo ao longo da direcao
longitudinal da célula (AGUILAR; MITCHELL, 2010). Para que isso ocorra, é
necessaria uma forca para mover os filamentos de actina, que provém da
fosforilacdo dos residuos de serina da cadeia leve da miosina (MLC), mobilizando
assim as pontes cruzadas e fazendo com que o filamento fino de actina deslize ao
longo do filamento grosso de miosina, gerando uma forca que é transmitida em
direcdo ao centro da célula (IKEBE; HARTSHORNE; ELZINGA, 1987; KAMM,;
STULL, 2001). Essa reacao de fosforilagdo pode ser mediada pela cinase da cadeia
leve da miosina (MLCK), que é, predominantemente, regulada pelas concentracbes
citosodlicas de célcio ([Ca?']c), sendo este, o principal estimulo desencadeante da
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contracdo da musculatura lisa (BURSZTYN et al., 2007; WRAY; PRENDERGAST,
2019).

A elevacdo da [Ca?']c pode ocorrer em decorréncia ao influxo deste ion
através dos canais de célcio dependentes de voltagem (Cav) presentes na
membrana plasmatica e/ou através da liberacdo dos estoques intracelulares de
calcio no reticulo sarcoplasmatico (RS). Ambas as formas ativam vias bioquimicas
que levam a formacgdo de pontes cruzadas e ao desenvolvimento da forga contratil,
caracterizando o acoplamento excitacdo-contracdo (PEHLIVANOGLU; BAYRAK;
DOGAN, 2013). Este acoplamento é normalmente classificado como mecanismo
eletromecanico (Figura 3) e farmacomecanico (Figura 4) de contracdo (SOMLYO;
SOMLYO, 2003).

O potencial de repouso de um midcito uterino é representado pela diferenca
de voltagem entre o meio intracelular e extracelular, com valores tipicos variando de
-40 a -80 mV. O musculo liso uterino € um 6rgdo miogénico, isto é, se contrai
espontaneamente, e estas contragdes ocorrem como resultado direto da geracdo de
potenciais de acdo nestas células (WRAY; PRENDERGAST, 2019). Dessa forma,
as células musculares lisas atingem o limiar de excitacdo ao tornarem-se
suficientemente despolarizadas, como por exemplo, através do aumento da
concentracdo extracelular de potassio ([K*]e), acumulando cargas positivas no
interior da célula que estimulam a ativacdo dos Cav e a elevacdo da [Ca?'].,
caracterizando o acoplamento eletromecénico de contragéo (Figura 3) (WRAY et al.,
2015).
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Figura 3 — Esquema do acoplamento eletromecéanico da contragcdo muscular lisa uterina
pelo aumento da concentracdo extracelular de K*.
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(1) Durante o repouso, o gradiente quimico favorece o efluxo de ions K* através de seus
canais de vazamento, deixando a regido perimembranar interna das células musculares
lisas polarizadas negativamente; (2) um aumento na [K*]e diminui o efluxo desses ions,
havendo acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a célula
despolariza, ocasionando a ativacdo dos Cay que leva ao influxo de Ca?* com consequente
contracao.

Fonte: Autor, 2020.

O aumento da [Ca?']c pode também ser ocasionado pela ligacdo de um
agonista ao seu receptor acoplado a proteina G (GPCR) durante o acoplamento
farmacomecanico (Figura 4) (KOLI et al., 2019). As proteinas de ligacao ao trifosfato
de guanosina (GTP) heterotriméricas (proteinas G) medeiam uma sinalizacdo
intracelular acoplando-se a esta classe de receptores de membrana plasmatica,
estimulados por ligantes, que possuem sete dominios transmembranares
(CONKLIN; BOURNE, 1993). As proteinas G compreendem trés subunidades (a, B e
Y), e no estado inativo, a subunidade Ga se acopla ao dimero Ggy. A ativagdo do
receptor pelo ligante estimula a troca de GDP (difosfato de guanosina) por GTP na
subunidade Gq, e esta, se dissocia do complexo Ggy, ambos sendo capazes de

influenciar a atividade de moléculas efetoras nas células. As subunidades da
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proteina G séo classificadas em subfamilias que se acoplam a diferentes efetores
(SANBORN, 2007; LADDS et al., 2009).

Agonistas como a ocitocina sao potentes estimuladores das contracdes
miométricas e desempenham um papel importante no inicio do trabalho de parto
(KIM et al., 2019b), atuando sobre seus receptores OT, acoplados a proteina Gguz.
Apos ativagdo desta proteina, a subunidade Gq ligada ao GTP ativa a fosfolipase C
B1 (PLC B1), a qual regula a hidrélise do 4,5-bisfosfato de fostatidil inositol (PIP2) em
diacilglicerol (DAG) e em 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3). Este ultimo, por sua vez,
controla a mobilizacdo de Ca?* no RS, uma organela citoplasmatica que estoca Ca?*
em todas as células de musculo liso (OTAIBI, 2014; ARROWSMITH, 2020). O
aumento de IP3 na célula ativa os receptores de IP3 (IPsR) presentes membrana do
RS, resultando no aumento da [Ca?*]c (MITCHELL et al., 2013). Este receptor é
encontrado em trés diferentes isoformas nas células miométriais, sendo a do tipo Il
mais abundante (MORGAN; SMEDT; GILLESPIE, 1996).

Além disso, outro mecanismo de liberacao de calcio é mediado por receptores
de rianodina (RyR), também presentes na membrana do RS. Estes, sdo canais de
liberacdo de Ca?* ativados por este préprio ion, modulando um processo chamado
de liberacédo de Ca?* induzida pelo Ca?* (CICR) (WRAY; SHMYGOL, 2007). A familia
dos RyR compreende trés principais subtipos, sendo o tipo Il predominantemente
expresso no miométrio (MIRONNEAU et al., 2002), embora os tipos | e Il também
tenham sido detectados (LYNN et al., 1995; MARTIN et al., 1999). A isoforma tipo |l
dos receptores de rianodina é regulada em excesso no Utero gravido, sugerindo
possivel envolvimento do CICR na regulacéo da contratilidade uterina no trabalho de
parto (MORGAN; DUNLOP; GILLESPIE, 1997).

Dessa forma, o Ca?* ird promover a translocacdo da proteina cinase C (PKC)
para a membrana plasmatica, onde serd ativada pelo DAG, permitindo que esta
fosforile proteinas-alvo especificas, como os Cav, ocasionando influxo deste ion
(BERRIDGE, 2012). Além disso, foi proposto que a ativagcdo de OT também pode
ocasionar uma despolarizacdo na célula e ativacdo destes canais (MIRONNEAU,
1976; ARROWSMITH, 2020). O consequente aumento da [Ca?*]c ativa uma proteina
citosélica dependente de Ca?*, a calmodulina (CaM), que se liga a quatro ions Ca?*
formando o complexo 4Ca?*-CaM, resultando em alteracdes conformacionais que
permitem modular as atividades e fun¢des de um grande numero de enzimas,

incluindo a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) (WORD, 1995). Esta enzima,
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por sua vez, ira fosforilar o residuo de serina na MLC, permitindo a interacdo entre
os filamentos de actina e mosina, ocasionando a contracdo do miométrio (Figura 4)
(ARROWSMITH; WRAY, 2014).

Figura 4 — Mecanismo farmacomecénico da contracdo muscular lisa uterina pela ativagédo
do sistema efetor Gg11- PLC-B1.
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) As
proteinas Ggi1 trocam GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) A subunidade aq1:-GTP ativa a enzima PLCB;; (4) A PLCB: cliva o
fosfolipidio de membrana PIP; em IP; e DAG; (5) O IP; migra pelo citoplasma e ativa o IPsR
presente na membrana do RS, liberando o Ca?* dos estoques; (6) O Ca?* liberado ativa o
RyR, fazendo com que mais Ca?" seja liberado para o citoplasma; (7) O Ca?" que foi
liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; (8) A PKC ativada fosforila os Cav
promovendo o influxo de Ca?* através dos mesmos; (9) O aumento da [Ca?']. aumenta a
afinidade pela CaM formando o complexo 4Ca?* - CaM e ativando a MLCK; (10) A MLCK
ativada fosforila a MLC, esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina,
desencadeando a contragdo do musculo liso. As definicbes das abreviaturas estédo
presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Autor, 2020.
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As prostaglandinas (PGs), membros dos eicosanoides, também
desempenham papéis importantes no amadurecimento cervical e na contratilidade
miometrial, sugerindo que a inibicdo da sintese ou da acao das PGs pode ser usada
para prevenir ou retardar partos prematuros (ARULKUMARAN et al., 2012). As
prostaglandinas sao lipidios bioativos que exercem uma funcdo autdcrina ou
paracrina, acoplando-se a GPCRs para ativar a sinalizacdo intracelular e a
transcricdo de genes. Por muitos anos, as prostaglandinas foram reconhecidas
como moléculas-chave na biologia reprodutiva, regulando a ovulacgéo, a fisiologia e
proliferacéo de glandulas endometriais e a menstruacdo. Também ja foi determinado
um papel das PGs em patologias do trato reprodutivo, incluindo carcinomas,
endometriose, menorragia e dismenorreia (SALES; JABBOUR, 2003).

Na sintese das prostaglandinas (Figura 5), estimulos como o aumento da
[Ca?*]c ativa a fosfolipase A2 (PLA2) (TEASLEY; JEONG; KIM, 2019), e esta ira clivar
fosfolipidios de membrana (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) liberando o acido
araquidonico (AA), substrato para as enzimas ciclo-oxigenases (COXs) 1 e 2
(SMYTH; GROOSER; FITZGERALD, 2012; BERRIDGE, 2012). A COX-2 é uma
enzima altamente induzivel, e no miométrio humano, esta enzima é regulada
positivamente no final da gravidez e no trabalho de parto (SLATER et al., 1999;
ERKINHEIMO et al., 2000; PHILLIPS et al., 2011), como também em disturbios
ginecologicos como a dismenorreia (SALES; JABBOUR, 2003), enquanto a COX-1 é
expressa constitutivamente (PHILLIPS et al., 2011).

As enzimas COXs irdo converter o AA em endoperoxidos de prostaglandinas,
como a prostaglandina G2 (PGG2). Em seguida, esta seré reduzida a prostaglandina
H2 (PGH2), que sofre acdo da sintase de prostaglandina E2 gerando a PGE2, bem
como da sintase de prostaglandina Faq, formando a PGFzq (Figura 5). Ambas iréo
atuar em seus receptores EP1 ou EPs e FP, respectivamente, acoplados a proteina
Gqn1, desencadeando a contragdo da musculatura lisa uterina (BLESSON; SAHLIN,
2014; SMITH, 2018).

A contracdo da musculatura lisa depende do estado de fosforilacdo da MLC,
que é regulada principalmente pelo complexo 4Ca?*-CaM. No entanto, a [Ca?*]c nem
sempre € paralela a quantidade de MLC fosforilada e/ou ao grau de ativagédo
contratii (AGUILAR; MITCHELL, 2010). Um aumento determinado na [Ca?']c
resultara em uma forca de contracdo maior que o esperado, em um fenémeno

fisiologico conhecido como “sensibilizacdo ao Ca?*”, responsavel pela manutengéo
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do componente ténico das contracbes miometriais (SOMLYO; SOMLYO, 1998;
WOODCOCK; TAYLOR; THORNTON, 2004). Este mecanismo envolve uma
proteina G monomérica da familia Rho do tipo A, a RhoA, e seu sistema efetor, a
proteina cinase associada a RhoA, a ROCK (AKTAS et al., 2019).

Figura 5 — Sintese dos principais eicosanoides contrateis do Utero.
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(1) Um estimulo ativa a PLAy; (2) PLA:; cliva fosfolipidios de membrana liberando o AA; (3) o
AA é metabolizado pelas COXs-1/2 produzindo PGG;; (4) PGG; é metabolizada pelas
COXs-1/2 produzindo PGHy; (5) PGH. é metabolizada pela sintase de PGE, produzindo
PGE;; (6) PGH: é metabolizada pela sintase de PGF2q produzindo PGFaq.

Fonte: Autor, 2020.

No miométrio, apos a estimulacdo de agonistas como a ocitocina ou PGFzq, a
RhoA é ativada principalmente pela subunidade a das proteinas Gi2is (Figura 6),
que por sua vez, desencadeia a ativacdo dos fatores de troca de nucleotidios de
guanina (GEFs) (AGUILAR et al., 2011; HUDSON; HEESOM; BERNAL, 2011). Em
seu estado inativado, a RhoA esta ligada ao inibidor da dissociagdo do GDP,

chamado GDI. Este, contém uma bolsa hidrofébica envolvendo uma porgédo da RhoA
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gue impede sua associacdo com os GEFs (FUKUMOTO et al., 1990; HANCOCK;
HALL, 1993), também diminuindo a atividade GTPasica da RhoA (READ et al.,
2000). Dessa forma, a RhoA se dissocia do GDI e interage com os GEFs, que
auxiliam a troca de GDP por GTP nesta proteina (CHEN et al., 2019).

A RhoA-GTP ativa a sua respectiva proteina cinase, a ROCK, uma
serina/treonina cinase (LEUNG et al., 1996; MATSUI et al., 1996), e esta ativacéo
parece envolver uma trans-autofosforilagcdo e dimerizacdo (CHEN et al., 2002). No
miométrio humano e de rata ja foram identificadas a expresséo de duas isoformas, a
ROCK-1 e ROCK-2 (SOMLYO; SOMLYO, 2003; LARTEY; BERNAL, 2009).

Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC para manutencdo da contracao
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua ac¢do principal na sensibilizacdo ao calcio parece
ser a inibicdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), através da
fosforilacdo direta da subunidade de ligacdo a miosina (MYPT1), causando a sua
dissociacdo e impedindo-a de expor seu sitio catalitico (PP1c), tornando-a inativa
(LARTEY; BERNAL, 2009). A ROCK também pode ativar uma proteina cinase
independente de Ca?*, a proteina cinase de interacdo ziper (ZIPK), que pode
fosforilar diretamente a MLC, no entanto, seu alvo principal € a subunidade MYPT1,
a qual é fosforilada inibindo a acdo da MLCP (HAGERTY et al., 2007).

A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), uma enzima especifica
para fosfatidilcolina (PC), liberando o acido fosfatidico (PA), que através da acéo da
enzima fosfo-hidrolase é desfosforilado a DAG levando a ativacdo sustentada da
PKC (BERRIDGE, 2012). Esta enzima também pode inibir a atividade da MLCP,
através do peptidio inibidor de fosfatase ativada por PKC de 17 kDa (CPI-17),
também substrato da ROCK (Figura 6) (ARROWSMITH et al., 2014).

Como a ROCK também ativa o CPI-17 (KOYAMA et al., 2000), isso indica que
essas vias convergem para aumentar a sensibilidade ao Ca?* no aparelho contratil
(SHMYGOL et al., 2006). Dessa forma, estudos demonstraram que o bloqueio da via
de sinalizagdo da RhoA/ROCK poderia abolir a “sensibilizacdo ao calcio” no
miomeétrio, sugerindo a importancia deste mecanismo para manter e aumentar a
atividade contratil uterina (WOODCOCK; TAYLOR; THORNTON, 2004,
KUPITTAYANANT; BURDYGA; WRAY, 2001).
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Figura 6 — Mecanismo de manutencdo da contragcdo no musculo liso uterino pela ativacédo
da via G12/13-ROCK.
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) As
proteinas Giznz trocam GDP por GTP nas suas subunidades a (ndo mostrado da figura),
tornando-se ativas; (3) A subunidade a1213-GTP ativa 0 RhoGEF; (4) O RhoGEF faz com
que a RhoA troque GDP por GTP, sendo translocada para a membrana; (5) A RhoA-GTP
ligado estimula a sua cinase ROCK; A ROCK possui varios alvos: (6) Inibe a MLCP; (7)
Fosforila a MLC; (8) Ativa a ZIPK; (9) Ativa a CPI-17; (10) A ZIPK fosforila diretamente a
MLC; (11) A ZIPK fosforila a MLCP, inibindo-a; (12) A RhoA-GTP ligado estimula a PLD;
(13) A PLD cliva o lipidio de membrana PC em PA; (14) O PA é desfosforilado a DAG pela
acdo da enzima fosfo-hidrolase; (15) O DAG ativa a PKC, de maneira sustentada; (16) A
PKC fosforila a CPI-17, ativando-a; (17) A CPI-17 inibe a acdo da MLCP. Todos esses
mecanismos favorecem o estado fosforilado a MLC e sua interacdo com os filamentos de
actina, mantendo o musculo liso contraido. As definicbes das abreviaturas estdo presentes
na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Autor, 2020.

Para que ocorra o relaxamento da musculatura lisa uterina, é necessaria uma
diminuicdo da [Ca®*]c, promovendo a dissociacdo deste ion com a calmodulina e
reducdo da ativacdo da MLCK (OTAIBI, 2014). Isso pode ocorrer tanto por meio do
mecanismo eletromecéanico, induzindo a repolarizacdo ou a hiperpolarizacdo da

membrana, como pelo mecanismo farmacomecéanico, a partir da ativacdo de
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receptores de membrana e inibicdo das vias bioquimicas que levam a contracao
(WOODRUM; BROPHY, 2001; SOMLYO; SOMLYO, 2003).

O acoplamento eletromecénico de relaxamento do musculo liso €
caracterizado pela abertura de canais de K*, que regulam o potencial de repouso da
membrana e a excitabilidade celular, uma vez que o aumento da condutancia ao K*
gera uma repolarizacao/hiperpolarizacdo de membrana. A célula hiperpolarizada
blogueia os canais Cav, diminuindo a [Ca?*]c (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).

As proteinas G heterotriméricas também medeiam um importante mecanismo
de relaxamento uterino (Figura 7), através do acoplamento farmacomecanico. Nesse
caso, a isoforma predominante € a Gs, cuja subunidade Ga ligada ao GTP causa um
aumento da atividade da ciclase de adenilil (AC), que converte o trifosfato de
adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). O aumento de cAMP
ativa a proteina cinase dependente de cAMP (PKA), que fosforila diversos alvos
ocasionando a diminuicdo [Ca?*]c (PRICE; BERNAL, 2001; WOOLDRIDGE et al.,
2004; BERNAL, 2007; SANBORN, 2007; MITCHELL et al., 2013).

Dentre estes alvos, pode-se citar a ativagdo dos canais de K*, que resulta na
hiperpolarizacdo da membrana e inibicdo dos Cav, além de inibicdo direta destes
canais; aumento na atividade da Ca?*-ATPase da membrana plasmatica (PMCA) e
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), promovendo a extrusdo e o estoque de Ca?*,
respectivamente; ativacdo do trocador Na*/Ca?* (NCX), aumentando a extrusdo de
Ca?*; inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo Ca?*-CaM,
causando uma reducdo nos niveis de MLC fosforilada, além de fosforilagdo da
subunidade MYPT1 da MLCP, tornando-a insensivel aos efeitos inibitorios da
ROCK. Essa via pode ser estimulada por agonistas adrenérgicos-f enddgenos e
exdgenos para culminar no relaxamento uterino (PRICE; BERNAL, 2001;
WOOLDRIDGE et al.,, 2004; BERNAL, 2007; SANBORN, 2007; MITCHELL et al.,
2013).

Uma via que também pode levar ao relaxamento, caracterizado pelo
acoplamento farmacomecéanico, € a geragdo de oxido nitrico (NO). No trato genital
feminino, o NO é produzido pelo endométrio, miométrio e placenta, podendo estar
implicado na fisiologia da menstruacdo (TELFER et al., 1995) e na quiescéncia
uterina durante a gravidez (1ZUMI; YALLAMPALLI; GARFIELD, 1993).
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Figura 7 — Mecanismo do relaxamento no musculo liso uterino induzido pelas vias efetoras
do cAMP e cGMP.
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) a
proteina Gs troca GDP por GTP na sua subunidade a (processo ndo mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gq-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o0 ATP em cAMP;
(5) o NO gerado tanto dos nervos como das células epiteliais estimula a atividade da sGC;
(6) a sGC converte o GTP em cGMP; (7) os nucleotidios ciclicos, cAMP e cGMP, ativam
suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam
varios substratos: (8) ativam os canais de K*; (9) inibem os Cav; (10) aumentam a atividade
da SERCA e da PMCA; (11) ativam o NCX; (12) A PKG inibe os IP;R. Todos esses
mecanismos diminuem a [Ca?']c; (13) inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo
complexo 4Ca?-CaM. Todos esses mecanismos impedem a fosforilacdo da MLC e,
consequentemente, a interagdo dos filamentos de miosina com os de actina, promovendo o
relaxamento do musculo liso.

Fonte: Autor, 2020.

O NO é um gas lipossolavel produzido por uma familia de enzimas chamadas
sintase de oxido nitrico (NOS), que catalizam a reagdo de oxidagdo da L-arginina
(L-Arg) em L-citrulina e NO. Existem trés isoformas da NOS, a neuronal (nNOS), a
endotelial (eNOS) e a induzivel (iNOS). A nNOS é encontrada principalmente nas

células neuronais, enquanto a eNOS estéa localizada no endotélio e é essencial para
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a vasodilatacdo e controle da pressao arterial. Apenas essas duas isoformas sao
constitutivas e produzem quantidades nanomolares de NO por curtos periodos de
tempo, de maneira dependente de Ca?*-calmodulina (MODZELEWSKA et al., 2019;
LEIPER, 2019; CINELLI et al., 2019). Desta forma, o NO na musculatura lisa uterina
ird ativar a ciclase de guanilil solavel (sCG), que por sua vez vai clivar e ciclizar o
trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanonisa (cGMP), e este
ird ativar a cinase dependente de cGMP (PKG), estimulando-a a fosforilar os alvos
semelhantes aos da PKA, com adicdo da inibicdo do IPsR, culminando no
relaxamento uterino (Figura 7) (ZHAO et al., 2015).

2.3 Dismenorreia

Também conhecida como célica menstrual, a dismenorreia, caracterizada por
dor na regido inferior do abdémen que pode se estender para a regido lombar ou
pernas, é o disturbio ginecolégico mais comum em mulheres em idade reprodutiva
(BURNETT; LEMYRE, 2017). De acordo com a apresentacao clinica, esta desordem
uterina pode ser classificada em dismenorreia priméaria ou secundaria (DE SANCTIS
et al., 2017).

A dismenorreia primaria refere-se as contracdes dolorosas pélvicas que
ocorrem antes ou durante o periodo menstrual, na auséncia de condicbes
patologicas identificaveis (FOX et al., 2019), com duracdo de 8 a 72 horas, sendo
mais intensas durante o primeiro ou segundo dia da menstruacdo (HUANG; LIU,
2014).

Ja4 quando a dor menstrual estad associada a uma anormalidade pélvica
subjacente, como endometriose, doenca inflamatoria pélvica, dispositivos
intrauterinos, ciclos irregulares, cistos ovarianos, adenomiose, miomas ou polipos
uterinos, aderéncias intrauterinas ou estenose cervical, ela é definida como
dismenorreia secundaria (PROCTOR; FARQUHAR, 2006), se apresentando mais
comum entre as mulheres a partir de 40 anos, embora ocorra ocasionalmente em
adolescentes, onde a endometriose é mais comum (SMITH, 2018).

Podendo iniciar durante ou dentro de trés anos apds a menarca (SAMY et al.,
2019), a dismenorreia primaria acomete de 70 a 90% das adolescentes e mulheres
jovens (DE SANCTIS et al., 2015; SUBASINGHE et al., 2016). Assim, a Organizacao
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Mundial da Saude caracterizou a dismenorreia como a causa mais importante de dor
pélvica cronica (LATTHE et al., 2006).

Ocasionalmente, as coélicas uterinas sdo acompanhadas de nausea, vomito,
fadiga, dor de cabeca, sensibilidade mamaria, inchaco anal e diarreia (GRANDI et
al., 2012). Além disso, a dor durante a menstruacédo também esta relacionada a uma
ampla gama de sintomas psiquiatricos, principalmente depressdo, ansiedade e
estresse psicossocial (KIM et al., 2019a).

Sendo assim, a morbidade por dismenorreia representa uma carga
substancial de saude publica, enquadrando-se como uma das principais causas de
absenteismo na escola e no trabalho (DE SANCTIS et al., 2016), sendo responsavel
por uma diminuigdo significativa da qualidade de vida por mais de 50% das mulheres
em idade reprodutiva, devido a dor incapacitante (IACOVIDES; AVIDON; BAKER,
2015).

No estudo realizado por De Sanctis et al. (2016) foi evidenciado que 57,8%
das adolescentes faltaram a escola e 21,5% as atividades sociais. O absenteismo
escolar ocorreu principalmente devido a falta de concentracdo nas aulas (79,4%) e
concentracdo na dor menstrual (19,7%). Em outro estudo realizado no Brasil por
Pitangui et al. (2013) também foi relatado o efeito negativo da dismenorreia nas
atividades escolares diarias das adolescentes, uma vez que este distarbio
apresentou uma prevaléncia de 73% contribuindo para 31% do absenteismo.

Além disso, estima-se que a cada periodo menstrual, aproximadamente 10 a
15% das mulheres dismenorreicas ndo conseguem trabalhar por 1 a 3 dias (HABIBI
et al.,, 2015). Os efeitos negativos desta desordem se estendem além da mulher
individual para sociedade, resultando anualmente em uma importante perda de
produtividade (BERNARDI et al.,, 2017). Dessa forma, as consequéncias da
dismenorreia podem causar um alto impacto na vida destas mulheres, podendo
afetar as atividades sociais e recreativas, o desempenho académico e profissional
(IACOVIDES; AVIDON; BAKER, 2015; ARMOUR et al., 2019), aléem da saude
mental, gerando transtornos do humor (SAHIN et al.,, 2018) e disturbios do sono
(WOOSLEY:; LICHSTEIN, 2014).

Alguns estudos mostraram que varios fatores de risco podem estar
associados aos episodios mais graves da dismenorreia primaria, incluindo fatores
biolégicos, como idade precoce da menarca, fluxo menstrual intenso e histérico
familiar (ZEGEYE; MEGABIAW; MULU, 2009; COELHO et al.,, 2014); fatores
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psicolégicos, como estresse, ansiedade e depressédo (DORN, 2009); fatores sociais,
incluindo um nivel mais baixo de apoio social (FARAMARZI; SALMALIAN, 2014) e
fatores de estilo de vida, como o tabagismo, consumo de &lcool, dietas irregulares e
obesidade (JU; JONES; MISHRA, 2013; JU; JONES; MISHRA, 2016).

Durante uma menstruacao normal, as contra¢des uterinas ocorrem com uma
pressdo em torno de 50 a 80 mmHg, com duracdo de 15 a 30 segundos, e sao
comuns para auxiliar na expulsdo do sangue e na liberacdo dos tecidos
endometriais. Essas contracées geralmente ocorrem com uma frequéncia de 1 a 4
vezes num periodo de 10 minutos (SMITH, 2018). Ja nas mulheres com
dismenorreia, o tdnus do miométrio basal e a amplitude das contracées aumentam,
se apresentando em alta frequéncia, com mais de 4 a 5 vezes por minuto, e
resultam em pressdes intrauterinas em torno de 150 a 180 mmHg (KHAN;
STEWART, 2019).

As dores da dismenorreia priméaria estdo associadas as contracdes uterinas
frequentes e ndo ritmicas, e a etiologia do inicio e da progressao desta desordem
tem sido proposta como associada ao aumento dos niveis de prostaglandinas
liberadas pelo endométrio durante a menstruacdo (PAN et al., 2014). Uma vez
iniciada a menstruacdo, a apoptose das células endometriais fornece substrato
aumentado para o processo de sintese de PGs, quando a PLA:2 converte o0s
fosfolipidios das membranas celulares em &cido araquidénico. A expressao elevada
da enzima COX-2 no quadro de dismenorreia, leva ao aumento principalmente de
PGE:2 e PGF2q (SUN et al., 2017; SMITH, 2018).

Os dois tipos de PGs estdo implicados na patogénese da dismenorreia
priméria, no entanto, a PGE2 pode estimular a contracdo ou relaxamento uterino
(LUNDSTROM, 1977), dependendo do subtipo de receptor que ira ativar (BREYER
et al., 2001), porém, esta prostaglandina exibe propriedades indutoras adicionais da
dor (BLEY et al., 1998). J& a PGF2a sempre causa potente constricdo dos vasos
sanguineos uterinos e do miométrio, exibindo uma particular importancia na etiologia
deste disturbio (RUAN; ZHOU; CHAN, 2011).

Indiretamente, por promover maior contratilidade uterina, a PGF2qa aumenta a
pressao uterina, podendo induzir hipdxia, isquemia local e sensibilizacdo dos nervos
periféricos por ativarem nociceptores, levando a percepcdo da dor (DAWOOD,
2006). A hipdtese de que a PGF2q € central na patogénese da dismenorreia €

confirmada pela observacdo de que esta é encontrada em altas concentragfes no
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fluido menstrual de mulheres dismenorreicas em comparacdo aquelas com
menstruacdao livre de dor (DAWOOD; KHAN-DAWOOD, 2007).

Além disso, fatores etioldgicos adicionais podem incluir outras substancias
gue regulam a coordenacdo da contratilidade miometrial, como a vasopressina e a
ocitocina (LIEDMAN et al., 2008), uma vez que também ja foram relatados niveis
plasmaticos aumentados em mulheres com dismenorreia (MECHSNER et al., 2010).
Estes peptidios podem, possivelmente, contribuir também para a vasoconstricdo em
pacientes com dismenorreia (AKERLUND, 1993). Foi demonstrado que a expressao
dos receptores de ocitocina (OT) foi positivamente correlacionada com a gravidade
da dismenorreia (AKERLUND, 2006; GUO et al.,, 2013) e, além de causar
hiperatividade uterina, a ativacdo de receptores OT também pode resultar na
regulacao positiva da PLAz e da COX-2, levando ao excesso de producgéo de PGs
(GUO et al., 2013), principalmente, da PGF2q pelas células endometriais (WILSON;
LIGGINS; WHITTAKER, 1988; BURNS et al., 2001; ARROWSMITH, 2020).

2.4 Tratamento da dismenorreia primaria

Individualizado para gravidade dos sintomas de cada paciente, o tratamento
da dismenorreia primaria tem o objetivo de proporcionar alivio adequado da dor, que
no minimo, deve ser suficiente para permitir que a mulher realize a maioria das suas
atividades habituais. O plano de cuidado de cada paciente inclui tratamentos
alternativos e/ou farmacologicos (KHAN; STEWART, 2019).

Tratamentos ndo farmacologicos se mostraram eficazes para promocao do
alivio da dor, e destes, a opcéo de primeira linha para a dismenorreia priméaria é a
terapia pelo calor, utilizando toalhas ou bolsas aquecidas, que promove uma inibicéo
das atividades dos nervos simpaticos, aumentando o fluxo sanguineo uterino e
removendo substancias causadoras de dor, como as prostaglandinas, melhorando a
oxigenacao tecidual e reduzindo a probabilidade de isquemia (HOSONO et al., 2010;
JO; LEE, 2018).

Além disso, outros métodos alternativos e complementares também séao
utilizados, incluindo estimulacdo elétrica transcutanea de nervos (LEE et al., 2015),
ioga (SUTAR et al., 2016), acupuntura (ARMOUR et al., 2017), massagem de
aromaterapia (SUT; KAHYAOGLU-SUT, 2017) e exercicios fisicos (CARROQUINO-

GARCIA et al., 2019). O aumento do consumo de frutas e verduras como fonte de
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vitaminas e minerais, bem como peixes e laticinios, também mostram associacdes
positivas na reducdo da dor menstrual (BAJALAN; ALIMORADI; MOAFI, 2019),
incluindo a suplementagéo com vitaminas do complexo B, D e E (HOSSEINLOU et
al., 2014; MOINI et al, 2016; SADEGHI et al.,, 2018), acidos graxos (PREGO-
DOMINGUEZ; HADRYA; TAKKOUCHE, 2016) e magnésio (PARAZZINI; DI
MARTINO; PELLEGRINO, 2017).

Embora existam vérias opc¢fes terapéuticas alternativas para a dismenorreia
priméria, o tratamento medicamentoso permanece como o de primeira linha, por se
mostrar mais confiavel e eficaz (MITALL, 2019). Uma vez que uma das principais
causas da dor ocasionada pelas colicas menstruais seja devido ao aumento da
concentracdo de prostaglandinas responsaveis pela contracdo e isquemia uterina
(DAWOOD, 2006), destacam-se os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES),
considerados a principal escolha de tratamento desta desordem (MARJORIBANKS
et al., 2010), incluindo diclofenaco, naproxeno, cetoprofeno, meclofenamato, acido
mefenamico e ibuprofeno, que irdo atuar inibindo a COX de forma nao seletiva,
reduzindo a formagé&o das PGs (HAREL, 2012).

Apesar de os AINEs serem eficazes na maioria dos casos de dismenorreia
primaria, sua utilizacdo em longo prazo pode ocasionar efeitos adversos envolvendo
distarbios gastrintestinais e efeitos toxicos renais e hepaticos (SIMON, 2013). Um
inibidor seletivo da COX-2, celecoxibe, Unico aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento da dismenorreia priméria em mulheres
maiores de 18 anos, também é considerado para aquelas que apresentem historico
de Ulcera péptica ou outros distlrbios gastrintestinais que podem ser agravados com
o uso de AINEs nédo seletivos, uma vez que foi evidenciado que o celecoxibe
forneceu alivio da dor menstrual dentro de 1 h apés a administragdo. Porém, deve
ser usado com cautela devido aos efeitos adversos cardiovasculares (HAREL, 2004;
DANIELS, 2009; HAREL, 2012).

A dismenorreia também responde favoravelmente a inibicdo da ovulacao,
através da acdo dos contraceptivos orais, que inibem também o crescimento do
tecido endometrial, reduzindo assim o volume sanguineo menstrual e a secrecdo de
prostaglandinas (WONG et al.,, 2009; BURNETT; LEMYRE, 2017). Porém, efeitos
adversos sao relatados, como retencdo de agua, nausea e endometriose,
diminuindo entdo a adesao ao tratamento (HARADA et al., 2008; SUN et al., 2016).
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Outra classe de medicamentos utilizada na clinica para o tratamento da
dismenorreia sdo os antiespasmodicos, como o butilborometo de escopolamina, que
promovem relaxamento da musculatura lisa uterina por antagonizar os receptores
muscarinicos, atenuando a dor promovida pela dismenorreia (OSLER, 1979;
KOROLKOVAS; FRANCA, 2015). Apesar de os dados serem escassos, alguns
estudos avaliaram a eficacia desses agentes tocoliticos no alivio sintomatico da
dismenorreia priméria, como o conduzido por Langrick et al. (1989), que mostrou
uma eficicia superior tanto para o antiespasmadico (mebeverina) quanto para o
AINE (4cido mefenamico) frente ao placebo para reducéo da intensidade das célicas
uterinas, indicando que os antiespasmaddicos exercem efeito positivo sobre esta
desordem.

Outro estudo com 200 mulheres acometidas com dismenorreia primaria
comparou a efichcia da associacdo entre um AINE (aceclofenaco) e um
antiespasmaodico (dotaverina) em relacdo ao AINE isoladamente, indicando uma
equivaléncia das formulagdes no alivio da dor menstrual apés 8 horas. Entretanto, a
associacao apresentou maior porcentagem de alivio da dor entre 4 e 8 horas, apds a
administracdo, além de fornecer resultados superiores na auto avaliacdo de dor pela
paciente (PAREEK et al., 2010).

Ademais, uma avaliacdo com 82 pacientes brasileiras demonstrou a eficécia e
a tolerabilidade comparativa da associacdo de antiespasmodicos, como a
papaverina e extrato fluido de Atropa belladona com dipirona sédica (Atroveran®) em
relacdo ao butilborometo de escopolamina com dipirona sdédica (Buscopan®). Os
dados demonstraram equivaléncia desses medicamentos nas variaveis avaliadas,
com tendéncia a melhor resposta ao uso do butilbrometo de escopolamina
associado a dipirona. Entretanto, algumas davidas ainda persistem quanto a eficacia
desses compostos no tratamento da dismenorreia (KAARI et al., 2016).

Além disso, diversas plantas medicinais sdo relatadas na literatura por
contribuir para o alivio dos sintomas da dismenorreia primaria através de suas acdes
antiespasmaodicas, podendo ser uma alternativa adequada aos medicamentos
convencionais, principalmente nos casos em que estes sao contraindicados ou néo
sao bem tolerados (PELLOW,; NIENHUIS, 2018). Dentre estas, pode-se citar
Anethum graveolens (GHARIBN; MARD; FARBOUD, 2005; HEIDARIFAR et al.,
2014), Thymus vulgaris (PRASANTH et al., 2014), Melissa officinalis (SHAKERI,
SAHEBKAR; JAVADI, 2016), Mentha piperita (HESHMATI et al., 2016), Valeriana
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officinalis (NANDHINI et al., 2018), Matricaria chamomilla (SHARIFI et al., 2014;
SADRAEI et al., 2020), entre outras (PELLOW; NIENHUIS, 2018).

2.5 Produtos naturais e plantas medicinais

Os produtos naturais sdo uma fonte essencial de medicamentos originarios da
flora e fauna biodiversa do mundo. Em decorréncia disto, estes produtos
representaram mais da metade do total de farmacos disponibilizados para uso
terapéutico entre o0s anos de 1981 e  2014. Destes, 6%
sao inalterados, 26% sao derivados e 32% imitam um produto natural e/ou contém
um farmacoforo deste (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; NEWMAN; CRAGG,
2016).

Os beneficios dos produtos naturais como pontos de partida para a
descoberta de medicamentos podem ser explicados pela relevancia biolégica de
suas estruturas. Estas substancias naturais incorporam novidades estruturais e
complexidades que geram diferentes atividades biolégicas, muitas vezes levando a
descoberta de novos alvos ou mecanismos de acao (YAO et al., 2017).

Além disso, a diversidade quimica é também o resultado de milhées de anos
de evolucdo, que modificaram as vias biosintéticas de formacdo destes produtos
naturais em resposta a varios estresses bidticos e abiodticos causados por eventos
naturais, como mudancas ambientais, ou ndo naturais, como produtos quimicos ou
radiacfes. Essas moléculas de estruturas quimicas diversas sao produzidas por
diversas fontes naturais, incluindo micro-organismos, animais e plantas
(BERNARDINI et al., 2018).

Os produtos derivados de plantas também sdo conhecidos como metabdlitos
secundarios, que sdo os produtos finais da expressdo génica, geralmente nao
essenciais para a reproducdo, crescimento ou desenvolvimento da planta,
produzidos como resultado da adaptacdo ao ambiente ou como possivel mecanismo
de defesa contra predadores (COLEGATE; MOLYNEUX, 2007). Ao longo da
histdéria, as plantas tém sido uma fonte rica de compostos naturais acessiveis, que
possuem complexidade estrutural e exibem um amplo espectro de bioatividade
(SECA; PINTO, 2018).

As plantas consideradas medicinais séo utilizadas desde a antiguidade pelas

populagcbes de todo o mundo no tratamento e cura de enfermidades. Esta pratica
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tem ressurgido com maior forca através da fitoterapia que proporciona outra opcéo
medicamentosa atualmente aceita e bastante acessivel em varios paises (VERRI;
MOURA; DE MOURA, 2018).

O conhecimento empirico sobre as plantas medicinais no decorrer da histéria
da humanidade, se mostra eficaz no que se refere aos cuidados imediatos a saude
(FLOR; BARBOSA, 2015). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80%
da populacdo mundial dependem das préticas tradicionais com relacdo a atencéo
primria & saude, e desses, 85% faz uso de alguma espécie de planta ou
preparacdes tendo como base os vegetais (BRASIL, 2006).

Desse modo, a busca por alternativas terapéuticas, como as plantas
medicinais, torna-se, muitas vezes, o principal e Unico recurso natural disponivel e
acessivel para algumas comunidades e grupos étnicos (BARBOSA et al., 2010;
WANDERLEY et al.,, 2015). Entretanto, geralmente a populacdo faz o uso de
preparacdes a base de plantas medicinais de forma empirica, ndo levando em
consideracdo as formas de preparacdo, armazenamento e métodos de extracdo
adequados, afetando assim a eficacia e a seguranca terapéutica (SANTOS et al.,
2016). Portanto, nesse contexto, fazem-se necessarios mais estudos a respeito das

plantas medicinais.

2.6 Familia Cordiaceae

Tradicionalmente, a familia Cordiaceae era considerada uma subfamilia de
Boraginaceae (MILLER; GOTTSCHLING, 2007). No entanto, estudos filogenéticos
apoiados por dados moleculares, concentrando-se principalmente na subclasse
Asteridae, demonstraram que Boraginaceae € um grupo parafilético (OLMSTEAD et
al., 1993; GOTTSCHLING et al., 2001). Assim, as subfamilias de Boraginaceae
foram elevadas ao nivel de familia e entdo, o Angiosperm Phylogeny Group
reconheceu a ordem Boraginales como sendo composta por oito familias:
Codonaceae, Wellstediaceae, Hydrophyllaceae, Namaceae, Heliotropiaceae,
Ehretiaceae, Boraginaceae e Cordiaceae (APG, 2016; BWG, 2016).

Cordiaceae é um grupo monofilético e cosmopolita, suportado por dados
moleculares e apomorfias, como a presenc¢a de endocarpo indiviso, quatro lobos de

estigma e cotilédones plicados, caracteristicas exclusivas da familia dentro das
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Boraginales (GOTTSCHLING et al, 2005; MILLER; GOTTSCHLING, 2007,
GASPARINO; BARROS, 2009; BWG, 2016).

Compreendendo cerca de 400 espécies, a familia Cordiaceae esta distribuida
mundialmente, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (BWG, 2016),
dentro de trés géneros: Coldenia L., Cordia L. e Varronia P. Browne, dos quais,
apenas os dois ultimos sédo considerados nativos no Brasil, com ocorréncia de 70
espécies neste pais (MILLER; GOTTSCHLING, 2007; GASPARINO; BARROS,
2009).

2.7 Género Varronia

O género Varronia inclui aproximadamente 125 espécies, distribuidas ao
longo das regides subtropicais e temperadas do mundo, com centros de diversidade
localizados no México, nos Andes tropicais e no Brasil (MILLER; GOTTSCHLING,
2007). Morfologicamente, as espécies deste género sdo subarbustos ou arbustos
multi-ramificados, com margens foliares serrilhadas e trés tipos de inflorescéncias:
capitado, espichar ou cimosa (SILVA; MELO, 2019).

Varronia foi descrita como um subgénero de Cordia, no entanto, houve uma
segregacao, corroborando para que Varronia seja um grupo monofilético distinto,
reconhecida em nivel genérico (MILLER; GOTTSCHLING, 2007). A diversidade
morfologica entre os géneros tem suscitado muita discussdo e Varronia tem sido
proposto como género que engloba varias espécies antes pertencentes a Cordia
(TOLKE et al., 2013). Ambos os géneros sdo separados pela morfologia polinica,
uma vez que, Cordia possui graos de podlen 3-colporados, colpos longos e
endoaberturas alongadas, exina espinhosa a espiculo-verrugosa e Varronia
apresenta graos de pédlen 3-porados, poros com opérculos, exina reticulada,
homorreticulada a heterorreticulada (GASPARINO; BARROS, 2009).

Os registros da literatura apontam que existem cerca de 30 espécies do
género no Brasil, das quais, mais da metade sdo endémicas, podendo ocorrer em
diferentes habitats como nos principais dominios fitogeograficos do pais, incluindo
Cerrado e Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2020). No nordeste brasileiro, seis
espéecies do género Varronia sdo endémicas: Varronia harleyi (Taroda) J.S. Miller, V.
leucocephala (Moricand) J.S. Miller, V. leucomalloides (Taroda) J.S. Miller, V. mayoi
(Taroda) M.Stapf, V. tarodaea J.S. Miller, V. mariana E.C.O. Chagas & Costa-Lima e
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Varronia dardani (Taroda) J.S. Miller (MELO; VIEIRA, 2015; CHAGAS; COSTA-
LIMA, 2018).

Estudos fitoquimicos evidenciaram diferentes classes de metabdlitos isolados
de algumas espécies de Varronia, como naftoquinonas, terpenoides, lignanas e
compostos fendlicos, principalmente flavonoides (GOMES, 2010; DINIZ et al., 2015;
MATIAS et al., 2016; VELOSO et al., 2020a).

Algumas espécies deste género possuem uso etnomedicial para o tratamento
de dor de cabeca, inflamagbes, reumatismo, tumores, Ulceras, desordens
respiratorias e digestivas (OZA; KULKARNI, 2017). O infuso das folhas das espécies
Varronia globosa e V. leucocephala ja foram relatados para o alivio da dismenorreia
(AGRA, 1996; ABRANTES; AGRA, 2004; OZA; KULKARNI, 2017).

Além disso, algumas atividades farmacoldgicas ja foram comprovadas, a citar,
atividade antioxidante (DAVID et al.,, 2007) para o extrato de Varronia globosa;
atividade antimicrobiana (PINHO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012; NIZIO et al.,
2015) para o Oleo essencial e anti-inflamatéria (MEDEIROS et al., 2007), anti-
ulcerogénica e analgésica (ROLDAO et al., 2008) para o extrato de V. curassavica e
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria para o extrato de V. multispicata (LOPES
et al., 2019). Também ja foram relatadas atividade vasorrelaxante (JAMKHANDE et
al., 2013) e espasmolitica em duodeno de coelho e ileo de cobaia para o extrato de
V. globosa (FENG et al.,, 1962), em ileo de cobaia para o de V. spinescens
(TORTORIELLO et al., 1995) e atividade tocolitica em rata (FENG et al., 1964) para

0 extrato de Varronia brownei.

2.8 Varronia dardani (Taroda) J.S. Miller

Com ocorréncia apenas na regido Nordeste do Brasil (Figura 8), em
vegetacdo de Caatinga, esta espécie, basiénimo Cordia dardani, € encontrada nos
Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba
(MELO et al., 2012; FLORA DO BRASIL, 2020).

A espécie Varronia dardani é caracterizada morfologicamente (Figura 9) pelas
inflorescéncias espiciformes associadas a lamina foliar ovada, discolor, de base
levemente cordada ou, ainda, pelo célice rufescente e fruto piriforme quase
inteiramente recoberto pelo calice (MELO; ANDRADE, 2007).
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Estudos fitoquimicos com extratos hidroalcodlicos das raizes, galhos e folhas
de Varronia dardani, mostraram a presenca de taninos flabobénicos, flavononois,
catequinas, flavanonas e quinonas em sua composi¢ao. A analise cromatogréfica do
Oleo essencial desta espécie, possibilitou a identificacdo de compostos como o
d-limoneno; 1,8-cineol, linalol, 2E,6E-acetil-farnesol, ®-cadineno, timol, carvacrol,
y-cadineno, p-cymene e o 6-cadinol (DUARTE, 2015; VELOSO et al., 2020b).

Figura 8 — Distribuicdo geografica da espécie Varronia dardani.

Fonte: STAPF, 2015.

Figura 9 — Inflorescéncias e folhas de Varronia dardani.

Fonte: Flora do Brasil, 2020.

Além disso, estudos realizados por De Oliveira (2016), resultaram no

isolamento de duas naftoquinonas, a cordiaquinona A e cordiaquinona B, a partir do
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extrato diclorometéanico das raizes de V. dardani. Ademais, da fase diclorometano do
extrato hidroalcodlico das folhas, foi possivel isolar duas chalconas, a 2’,6’-dihidroxi-
4’-metoxichalcona (pinostrobina chalcona) e 2’,6’-dihidroxi-4,4’-dimetoxichalcona
(gimnogrameno) (VELOSO et al., 2020a), além de cinco flavanonas, a 5-hidroxi-7-
metoxiflavanona (pinostrobina), a 5-hidroxi-7,4’- dimetoxiflavanona (sakuranetina-4’-
metil éter), a 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina), a 5,7-dihidroxi-4’-
metoxiflavanona (isosakuranetina) e a 4’,5,7-trihidroxiflavanona (narigenina) (DE
OLIVEIRA, 2016; TRIGUEIRO, 2019; VELOSO et al., 2020a).

Existem poucos estudos na literatura relacionados as atividades bioldgicas
para a espécie Varronia dardani. Porém, para o 6leo essencial desta espécie, pode-
se citar uma atividade larvicida contra as larvas do mosquito Aedes aegypti
(DUARTE, 2015) e atividade antimicrobiana frente & Colletotrichum gloeosporioides,
Lasiodiplodia theobromae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans (DE OLIVEIRA, 2016), Enterococcus faecalis e
Streptococcus salivarius (VELOSO et al., 2020b). J4 para o extrato hidroalcodlico
das folhas de V. dardani, pode-se citar atividade antifingica contra o Fusarium solani
(DUARTE, 2015) e antimicrobiana contra Streptococcus salivarius (VELOSO, 2018).

Isto posto, uma vez que espécies do género Varronia ja apresentaram
atividade espasmolitica (FENG et al., 1962; FENG et al., 1964; TORTORIELLO et
al., 1995) e possuem uso etnomedicinal na forma de infuso das folhas para o
tratamento da dismenorreia (AGRA, 1996; ABRANTES; AGRA, 2004; OZA,
KULKARNI, 2017), associado ao fato de que o extrato etandlico obtido das folhas de
Varronia dardani (VD-EtOHF) apresentou atividade espasmolitica em diversos
modelos experimentais de musculos lisos ténicos e fasicos, exibindo maior poténcia
relaxante em utero de rata (VELOSO et al., 2020a), este trabalho investigou o
mecanismo de acao tocolitica do VD-EtOHr in vitro em ratas e o seu efeito in vivo no

modelo de dismenorreia primaria em camundongos fémeas.



3 Objetivos
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3.1 Geral

Avaliar o mecanismo de acao tocolitica in vitro e o efeito no modelo in vivo de

dismenorreia priméria do extrato etandlico bruto obtido das folhas de Varronia
dardani (VD-EtOHF) em roedores.

3.2 Especificos

e Caracterizar o mecanismo de acéo tocolitica in vitro do VD-EtOHF avaliando,

em nivel funcional, a participagédo da(os):

o

o

o

Canais de Ca?* dependentes de voltagem
Canais de K*

Receptores adrenérgicos-3

Via das ciclo-oxigenases

Via do éxido nitrico (NO)

RhoA/Rho cinase

Calmodulina

e Avaliar a toxicidade aguda oral do VD-EtOHF em camundongos fémeas;

e Investigar o efeito tocolitico in vivo do VD-EtOHr no modelo de contor¢des

abdominais induzidas por ocitocina em camundongos fémeas.



4 Material e métadas
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4.1 Material

4.1.1 Material botanico

O material vegetal foi coletado em janeiro de 2016 no municipio de Serra
Branca - PB. Sua identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. José Iranildo de
Melo do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB). Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Professor Lauro Pires
Xavier, do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), sob o cddigo JPB-29509. A utilizacdo da espécie em questao, foi
cadastrada na base de dados do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen-Brasil) sob o protocolo
AOE7358.

4.1.2 Droga-teste

Para a realizacdo desta pesquisa foi utilizado o extrato etanélico bruto obtidos
das folhas de Varronia dardani (VD-EtOHf), cedidos gentilmente pelo Prof. Dr.
Vicente Carlos de Oliveira Costa do Programa de Pés-Graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos da UFPB.

Inicialmente, para a obtencdo do VD-EtOHr, as folhas de Varronia dardani
foram secas em estufa com ar circulante a temperatura de 40 °C durante 72 horas.
Apoés a secagem, o material foi pulverizado em moinho mecanico, obtendo-se 1,3 kg
do p6 da planta. Em seguida, o p6 foi submetido a maceracdo com etanol (EtOH)
95%, em macerador de aco inoxidavel, sendo esse processo repetido por trés vezes
durante 72 horas cada, obtendo-se a solucdo extrativa. A solucdo extrativa foi
concentrada sob pressao reduzida, em evaporador rotativo a uma temperatura de
40 °C para eliminacdo do solvente, obtendo-se 141,6 g do extrato etandlico bruto,
com 10,9% de rendimento.

4.1.3 Animais

Eram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens e camundongos (Mus

musculus) fémeas pesando 198,6 + 2,7g e 351 * 0,4 ¢, respectivamente,
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provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da UFPB.

Antes dos experimentos, 0os animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo tipo pellets (Nuvilab®) com
livre acesso a agua, com ventilagdo e temperatura (21 = 1°C) controladas e
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o
periodo claro das 06h00 as 18h00. Os experimentos eram realizados no periodo de
08h00 as 20h00. Todos os procedimentos experimentais eram realizados seguindo
0s principios de cuidados com animais submetidos e aprovados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais — CEUA (certiddo 3864230519) da UFPB (Anexo 1).

4.1.4 Substancias e reagentes

O cloreto de célcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o bicarbonato de sodio
(NaHCOs3), o cloreto de potassio (KCI), o cloreto de magnésio di-hidratado
(MgCl2.2H20), a glicose, o cloreto de sodio (NaCl), o acido cloridrico (HCI) e o
hidroxido de sédio (NaOH) foram obtidos da Exodo Cientifica (Brasil).

O Cremophor®, o cloridrato de Ny-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), o
cloreto de césio (CsCl), a indometacina e o calmidazolium foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Brasil). O dietilestilbestrol, o (S)-(-)-propranolol, o N-(4-piridil)-4-(1-aminoetill)
ciclohexano carboxamida (Y-27632) e a prostaglandina F2a (PGF2q), foram
adquiridos da Cayman Chemical Company (EUA). A ocitocina foi obtida da Unido
Quimica (Brasil).

Estas substancias, exceto o Cremophor®, foram mantidas em um “freezer” a
temperatura de -20 °C. Todas eram solubilizadas e diluidas em &agua destilada,
exceto o dietilestilbestrol, o (S)-(-)-propranolol, o Y-27632, o calmidazolium e a
PGF2q, que foram dissolvidos em alcool etilico absoluto para obtencdo da solucao-
estoque. Caso necessario, essas solugdes-estoque eram diluidas para obtencéo de
concentracdes apropriadas para cada protocolo experimental.

A mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO3) foi obtida da White Martins
(Brasil).



Material e métodos |61

Figueirede, J. d. D.

4.1.5 Solucgdes nutritivas

De acordo com os experimentos realizados eram utilizadas solugdes nutritivas
especificas (ajustadas ao pH 7,4, com uma solucdo de HCI ou NaOH, 1N), todas
gaseificadas com carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2) e mantidas a 32 °C, cujas
composicdes estado descritas abaixo:

Composicao da solucdo de Locke Ringer (REVUELTA; CATABRANA,
HIDALGO, 1997) (mM): NaCl (154,0), KCI (5,6), MgCl2 (2,1), CaClz (2,2), glicose
(5,6), NaHCOs (6,0).

Composicdo da solucdo de Locke Ringer nominalmente sem Ca?*
(REVUELTA; CATABRANA; HIDALGO, 1997) (mM): NaCl (154,0), MgCl2 (2,1),
glicose (5,6), NaHCOs (6,0).

4.1.6 Aparelhos

Para o registro das contracdes isotbnicas, os 6rgdos eram suspensos em
cubas de banho para 6rgéos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca isotonica
de inscricdo frontal acoplados a cilindros esfumacados de um quimégrafo (DTF,
Brasil). A temperatura das cubas (32 °C) era controlada com bombas termostaticas
(BANHO-MARIA AVS-BM, Brasil, ou POLYSTAT 12002, Cole-Palmer, EUA).

Para registrar as contracfes isométricas, 0s 0rgdos eram suspensos em
cubas de banho para 6rgdos isolados (6 mL) modelo BOI-04 e conectados a
transdutores de forca isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador
modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de aquisi¢ao
digital com o software AQCAD versao 2.1.6 para aquisicdo dos dados e ANCAD
para andlise (Figura 10). O sistema contém uma bomba termostatica modelo BT-60
gue controla a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS
Projetos (Sé&o Paulo, SP, Brasil).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG200 e
0s animais em balanga semianalitica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil).

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG 2000
(GEHAKA, Brasil).
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Figura 10 — Aparelhos utilizados nos experimentos in vitro.

A) Sistema de banho para 6rgéos isolados, composto por cubas de vidro, transdutores
isométricos e bomba termostatica; B) amplificador e sistema de aquisigéo digital.

Fonte: Autor, 2020.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo das solucdes-mée do extrato para os ensaios farmacolégicos

O extrato era solubilizado em Cremophor® (3% v/v) e diluido em &agua
destilada para obtencéo das solugbes-estoque de 10 mg/mL (in vitro) e 50 mg/mL (in
vivo), que eram estocadas a uma temperatura de -8 °C. A concentracdo final do
Cremophor® na cuba nunca excedeu 0,01%, e nesta concentragcdo, o Cremophor® é
desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no érgao estudado, de acordo
com dados obtidos em experimentos anteriores.

As concentragfes e doses do VD-EtOHr eram utilizadas em multiplos de 3 ou
2, sendo a concentracdo maxima de 729 ug/mL e a dose maxima de 2000 mg/kg.

Era realizada uma curva dose-resposta completa testando concentracbes menores
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para verificar os efeitos minimo e maximo (Emax) do extrato, quando o efeito da

concentracdo submaxima e maxima era superior a 50 e 70%, respectivamente.

4.2.2 Avaliacdo do mecanismo de agéo tocolitica do VD-EtOHF

4.2.2.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contragdes tbnicas induzidas

por KCI ou por ocitocina em utero isolado de rata

As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (1 mg/kg) por via
subcutanea para sincronizacdo hormonal do estro. Decorrido este tempo, as ratas
eram eutanasiadas por anestesia (i.p.) com cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg,
seguido por método complementar de decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina.
A cavidade abdominal era aberta com um corte longitudinal, o Gtero retirado e limpo
de todo o tecido conectivo e adiposo. Em seguida os dois cornos uterinos eram
separados por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos
verticalmente em cubas de banho para 6rgéos isolados, contendo solugdo nutritiva
de Locke Ringer, aquecidas a 32 °C e gaseificados com carbogénio.

Estes tecidos eram mantidos sob tensédo de 1 g e permaneciam em repouso
por 40 minutos, tempo necessario para estabilizacdo da preparacdo. Durante este
periodo a solucdo nutritiva era trocada a cada 10 minutos (Adaptado de REVUELTA;
CANTABRANA; HIDALGO, 1997). Apés o periodo de estabilizacdo, uma contracao
submaxima, registrada através de transdutores isométricos acoplados a um sistema
de aquisicao digital, era obtida com 60 mM de KCI para verificacdo da funcionalidade
do 6rgdo. Durante a fase tbnica sustentada de uma segunda contracéo induzida por
60 mM de KCI ou por 102 Ul/mL de ocitocina, o VD-EtOHF era adicionado de
maneira cumulativa a cuba em preparacdes diferentes.

O relaxamento produzido pelo extrato era expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por KCl ou por ocitocina. A poténcia e a eficacia
relaxante do VD-EtOHr foram calculadas e avaliadas comparando-se os valores da
concentracdo do extrato que promovia 50% do seu efeito maximo (CEso) € do Emax,
respectivamente.

Apobs o relaxamento maximo produzido pelo VD-EtOHF, o tempo de reversao

era observado.
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4.2.2.2 Avaliacdo da participacdo dos canais de calcio dependentes de

voltagem no efeito tocolitico do VD-EtOHF em Gtero isolado de rata

4.2.2.2.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHr frente as contra¢fes induzidas por

cloreto de calcio em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*

O 6rgdo era montado como descrito no item 4.2.2.1. Ap6s o periodo de
estabilizacdo do 6rgdo, a solucdo de Locke Ringer era substituida pela solugéo
Locke Ringer nominalmente sem Ca?* por um periodo de 30 minutos, em seguida
era adicionado 60 mM de KCI causando uma despolarizacdo de membrana. Apés 10
minutos, era induzida uma curva concentracdo-resposta cumulativa ao CacClz
(10°-10'1 M). As contragdes eram registradas através de uma alavanca isotdnica de
inscricao frontal em um cilindro esfumacado de um quimografo. Apds a obtencao da
curva-controle, o VD-EtOHFr (em vérias concentragdes) era incubado e, na presenca
deste, era obtida uma segunda curva concentracédo-resposta cumulativa ao CaCl2
(REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997).

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contrétil na presengca do VD-EtOHr com aquela obtida pela amplitude média da
curva-controle na auséncia do extrato. Os valores de Emax € da CEso (concentracéo
do CaCl2 que promove 50% do seu efeito maximo) do CaCl: foram obtidas na
auséncia (controle) e na presenca do extrato.

4.2.2.3 Avaliacao do envolvimento dos canais de potassio no efeito tocolitico

produzido por VD-EtOHF em Utero isolado de rata

4.2.2.3.1 Efeito do VD-EtOHF sobre as contracdes tdnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de CsCl

O 6rgédo era montado como descrito no item 4.2.2.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade deste. A preparacdo era lavada e apds 15 minutos, uma contracédo
era induzida por 102 UI/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico dessa
contracdo era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle). Em

experimento diferente, era adicionado a cuba 5 mM de CsCIl, um bloqueador néo
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seletivo dos canais de potassio (LATORRE et al., 1989), e apds 20 min, na presenca
do bloqueador, era induzida uma contragdo com 102 Ul/mL de ocitocina, e sob o
componente tonico dessa contracdo era adicionado o VD-EtOHr de forma
cumulativa.

O relaxamento produzido por VD-EtOHF foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficicia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do

bloqueador.

4.2.2.4 Avaliacdo da participacdo da via adrenérgica no efeito tocolitico
produzido por VD-EtOHF em Utero isolado de rata

4.2.2.4.1 Efeito do VD-EtOHr sobre as contracdes tdnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de (S)-(-)-propranolol

O atero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, uma
contracdo era induzida por 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico
dessa contracdo era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimento diferente, era adicionado a cuba 300 nM de (S)-(-)-propranolol, um
antagonista dos receptores adrenérgicos-p, e apos 20 minutos, uma contracao era
induzida com 102 UI/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico era adicionado o
VD-EtOHr de maneira cumulativa (SHI et al., 2012).

O relaxamento produzido pelo VD-EtOHr foi expresso como a percentagem
reversa da contracédo inicial induzida por ocitocina. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficacia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do

antagonista.
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4.2.2.5 Avaliacdo do envolvimento da via das ciclo-oxigenases no efeito

tocolitico promovido por VD-EtOHF em Utero isolado de rata

4.2.2.5.1 Efeito do VD-EtOHr sobre as contra¢cdes toOnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de indometacina

O utero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, uma
contracdo era induzida por 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tonico
dessa contracao era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimento diferente, era adicionado a cuba 10 yM de indometacina, um
inibidor ndo seletivo das ciclo-oxigenases, e ap0s 20 minutos era induzida uma
contracdo com 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tonico era adicionado
0 VD-EtOHr de maneira cumulativa (SHI et al., 2012).

O relaxamento produzido pelo VD-EtOHF foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida por ocitocina. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficacia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do

inibidor.

4.2.2.6 Avaliacao do envolvimento da via do 6xido nitrico no efeito tocolitico do

VD-EtOHE em Utero isolado de rata

4.2.2.6.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHF sobre as contragfes ténicas induzidas

por ocitocina na auséncia e na presenca de L-NAME

O dtero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Ap0s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e ap6s 15 minutos, uma
contracdo era induzida por 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico
dessa contracdo era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimento diferente, era adicionado a cuba 10“* M de L-NAME, inibidor ndo
seletivo de sintase do Oxido nitrico (NOS) (YALLAMPALLI; GARFIELD; BYAM-
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SMITH, 1993). Ap6s 20 minutos era induzida uma contragdo com 102 Ul/mL de
ocitocina e sobre o componente ténico dessa contracdo o VD-EtOHr era adicionado
de maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo VD-EtOHr foi expresso como a percentagem
reversa da contracédo inicial induzida por ocitocina. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficacia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do
inibidor.

4.2.2.7 Avaliacdo da participacdo da via da RhoA/Rho cinase no efeito

tocolitico produzido por VD-EtOHF em Utero isolado de rata

4.2.2.7.1 Efeito do VD-EtOHr sobre as contracdes tdnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de Y-27632

O utero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, uma
contracdo era induzida por 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico
dessa contracdo era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimento diferente, era adicionado a cuba 10# M de Y-27632, um inibidor néo
seletivo da ROCK (TAHARA et al., 2002), e apdés 10 minutos, uma contracao era
induzida com 10 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tonico era adicionado o
VD-EtOHFr de maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo VD-EtOHF foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida por ocitocina. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficacia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do

inibidor.
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4.2.2.8 Avaliacdo da participacao da calmodulina no efeito tocolitico produzido

pelo VD-EtOHF em Gtero isolado de rata

4.2.2.8.1 Efeito do VD-EtOHr sobre as contragcdes tdnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de calmidazolium

O utero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, uma
contracdo era induzida por 102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tonico
dessa contracao era adicionado o VD-EtOHr de forma cumulativa (curva-controle).
Em experimento diferente, era adicionado a cuba 10* M de calmidazolium, um
inibidor da calmodulina, e ap6s 20 minutos, uma contracdo era induzida com
102 Ul/mL de ocitocina e sobre o componente tdnico era adicionado o VD-EtOHF de
maneira cumulativa (FERNANDEZ; CANTABRANA; HIDALGO, 1992; JOVANOVIC,;
GRBOVIC; TULIC; 1994).

O relaxamento produzido pelo VD-EtOHr foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida por ocitocina. Os valores de Emax € de CEso do
extrato foram calculados a partir das curvas de relaxamento e a eficacia e a poténcia
tocolitica do extrato foram comparadas na auséncia (controle) e na presenca do
inibidor.

4.2.2.9 Triagem farmacoldégica comportamental e avaliacdo da toxicidade

aguda do VD-EtOHF em camundongos fémeas

Apoés a administracdo do VD-EtOHr (2000 mg/kg), uma série de parametros
comportamentais eram observados durante as 4 primeiras horas (Anexo 2), por
exemplo: hiperatividade, agressividade, tremores, convulsdo, piloerecdo, sedacéao,
ataxia, catatonia, analgesia, perda do reflexo corneal e auricular, dispneia,
ambulacdo, escalagem, contor¢cbes abdominais, hemorragia, automutilacdo e
vomitos (Adaptado de Almeida et al., 1999).

Para avaliacdo da toxicidade aguda, seguiu-se a metodologia descrita pelo
Guia n° 423/2001 da OECD (Organisation for Economic Co-operation and

Development) (OECD, 2001). Eram utilizadas 3 fémeas em duas etapas, que apos
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jejum de 4 horas, eram tratadas com VD-EtOHF (dose Unica de 2000 mg/kg) por via
oral (v.0.) ou salina 0,9% + Cremophor® (controle, v.0.). Os animais eram avaliados
durante 14 dias com a finalidade de verificar se houve alguma morte e assim estimar
a dose do extrato que mata 50% dos animais testados (DLso). A evolugéo ponderal
dos animais também foi avaliada no 1° dia antes do tratamento, no 7° e 14° dia apos
o tratamento, juntamente com o controle do consumo de agua e racédo. No 14° dia os
animais eram eutanasiados e tinham o coracgdo, pulméo, estdbmago, bacgo, rins e

figado pesados.

4.2.2.10 Avaliacdo do efeito tocolitico in vivo do VD-EtOHF no modelo de

contor¢gdes abdominais induzidas por ocitocina em camundongos fémeas

Os camundongos fémeas eram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com o
dietilestilbestrol (1 mg/kg/dia) durante 3 dias, exceto o grupo controle negativo, que
era tratado com 10 mL/kg de solugédo salina mais Cremophor®. No 4° dia, os animais
eram divididos em grupos de 6 animais e receberam por v.0. 0s seguintes
tratamentos: 10 mbL/kg de solucdo salina mais Cremophor®, ou 50 mg/kg de
ibuprofeno ou diferentes doses do VD-EtOHF (125; 250, 500 ou 1000 mg/kg). Apés
30 minutos da ultima administracdo, todos os grupos (exceto o controle negativo)
eram submetidos a administracéo via i.p. com 50 Ul/mL de ocitocina. O niamero de
contor¢des, que consiste principalmente de contracdes da parede abdominal e
rotacdo pélvica seguida de alongamentos dos membros posteriores, era registrado
durante 30 minutos apés a administracdo de ocitocina (LI et al., 2019). Os animais
eram eutanasiados por deslocamento cervical e os tecidos uterinos coletados para
posterior analise.

Os resultados foram expressos como o numero de contor¢des. Os valores do
efeito maximo (Emax) € da DEso (dose do extrato que produz 50% de seu efeito
maximo) foram expressos como a percentagem da media e o erro padrao da media

(e.p.m.) dos seus valores individuais.
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4.2.2.11 Efeito tocolitico do VD-EtOHFr sobre as contragdes tbnicas induzidas

por PGF2q em Utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 4.2.2.1. Apds o periodo de
estabilizacdo, uma contracdo submaxima, registrada através de transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisicao digital, era obtida com 60 mM de
KCI para verificagdo da funcionalidade do 6rgdo. Durante a fase tbnica sustentada
de uma segunda contracdo induzida por 10®M de PGF2, o0 VD-EtOHrF era
adicionado de maneira cumulativa a cuba em preparac6es diferentes.

O relaxamento produzido pelo extrato era expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por PGF2q. A poténcia e a eficacia relaxante do
VD-EtOHF foram calculadas e avaliadas comparando-se os valores da CEso e do
Emax, respectivamente.

ApoOs o relaxamento maximo produzido pelo VD-EtOHr, o tempo de reverséo

era observado.

4.2.3 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média e e.p.m. e
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (ndo pareado) ou analise de
variancia “one-way” (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey. A hipotese nula foi
rejeitada quando p < 0,05. Os valores de CEsp foram calculados por regressao nao
linear para todos os experimentos realizados (NEUBIG et al.,, 2003). Todos os
resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A)).
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5.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHF sobre as contragdes tdnicas induzidas por
KCI ou por ocitocina em rata

O VD-EtOHr (0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 yg/mL, n = 5)
relaxou de maneira dependente de concentracdo e equipotente o Utero de rata preé-
contraido com 60 mM de KCI (Emax = 101,3 + 1,9% e CEso = 27,7 + 3,1 ug/mL) e com
102 Ul/mL de ocitocina (Emax = 107,2 + 3,0% e CEso = 33,1 + 0,7 ug/mL) (Figura 11
e Grafico 1).

O tempo médio para que o VD-EtOHr alcancasse o seu efeito relaxante
maximo total era cerca de 4 horas. A responsividade do utero ao KCl e a ocitocina
foi restaurada em 36,4 + 6,9, e 96,0 £ 1,0%, respectivamente, em 2 horas apés a
retirada do VD-EtOHr da cuba.
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Figura 11 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tonicas induzidas por 60 mM de KCI (A) e por 102 UI/mL de ocitocina (B) em
ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracfes de
0,1-729 pg/mL (A), 0,01-243 pg/mL (B). KCI = cloreto de potassio; OCI = ocitocina.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 1 — Efeito do VD-EtOHg sobre as contragdes tdnicas induzidas por 60 mM de KCI
(o) e por 102 Ul/mL de ocitocina (e) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.2 Avaliacdo da participacdo dos canais de célcio dependentes de voltagem
no efeito tocolitico do VD-EtOHr em Utero isolado de rata

5.2.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHr frente as contragdes induzidas por cloreto

de célcio em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*

A curva cumulativa controle ao CaClz na presenca do VD-EtOHF (81, 243 e
729 pg/mL, n =5) foi inibida apenas nas concentracdes de 243 e 729 ug/mL, sendo
desviada para direita de maneira paralela e com reducdo do Emax de 100% (controle)
para 81,4 £ 3,0 e 40,9 = 7,3%, respectivamente.

Houve alteracdo da poténcia apenas na concentracdo de 729 pg/mL. Os
valores de CEso do CaClz passaram de 4,7 + 0,2 x 104 M no controle para 7,9 £ 1,8 x
103 M (Gréfico 2).
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Grafico 2 — Efeito inibitério do VD-EtOHe frente as contragées cumulativas induzidas por
cloreto de célcio (CaCl,) em meio despolarizante nominalmente sem Ca?* na auséncia (o) e
na presenca do VD-EtOHr nas concentracfes de 81 (m), 243 (A) e 729 (A) pg/mL, em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.3 Avaliagdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito tocolitico
produzido por VD-EtOHF em Utero isolado de rata

5.3.1 Efeito do VD-EtOHFr sobre as contragfes ténicas induzidas por ocitocina

na auséncia e na presenca de CsCl

A curva controle de relaxamento (0,01-243 pg/mL, n=5) do VD-EtOHr
(Emax = 107,2 + 3,0% e CEso = 33,1 £ 0,7 pg/mL) néo foi deslocada na presenca de
5mM de CsCl, um bloqueador nédo seletivo dos canais de potassio
(Emax = 105,3 + 2,2% e CEso = 29,3 £ 2,7 yg/mL, n = 5) (Figura 12 e Grafico 3).
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Figura 12 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B)
de 5 mM de CsCl em ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracdes de
0,01-243 pg/mL. OCI = ocitocina, CsCl = cloreto de césio.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 3 — Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contragdes tdnicas induzidas por
ocitocina na auséncia (e) e na presengca de 5 mM de CsCl (V) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.4 Avaliacéo da participagdo da via adrenérgica no efeito tocolitico produzido
por VD-EtOHF em Gtero isolado de rata

5.4.1 Efeito do VD-EtOHFr sobre as contragfes ténicas induzidas por ocitocina

na auséncia e na presenca de (S)-(-)-propranolol

A curva controle de relaxamento (0,01-243 pg/mL, n=5) do VD-EtOHr
(Emax = 107,2 + 3,0% e CEso = 33,1 £ 0,7 pg/mL) néo foi deslocada na presenca de
300 nM de (S)-(-)-propranolol (Emax = 112,0 £ 3,5% e CEso = 34,2 £ 3,5 pg/mL,
n = 5), um antagonista dos receptores adrenérgicos-p (Figura 13 e Gréfico 4).
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Figura 13 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B)
de 300 nM (S)-(-)-propranolol em ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracbes de
0,01-243 pg/mL. OCI = ocitocina, propran = (S)-(-)-propranolol.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 4 — Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contragBes tdnicas induzidas por
ocitocina na auséncia (e) e na presenga de 300 nM de (S)-(-)-propranolol (<>) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.5 Avaliagdo do envolvimento da via das ciclo-oxigenases no efeito tocolitico
promovido por VD-EtOHrF em Utero isolado de rata

5.5.1 Efeito do VD-EtOHFr sobre as contragfes ténicas induzidas por ocitocina

na auséncia e na presenca de indometacina

A curva controle de relaxamento (0,01-243 pg/mL, n=5) do VD-EtOHr
(Emax = 107,2 + 3,0% e CEso = 33,1 £ 0,7 pg/mL) néo foi deslocada na presenca de
10 uM de indometacina, um inibidor ndo seletivo das ciclo-oxigenases
(Emax = 102,0 + 1,0% e CEso = 25,4 £ 4,5 yg/mL, n = 5) (Figura 14 e Grafico 5).
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Figura 14 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B)
de 10 uM de indometacina em ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentra¢des de
0,01-243 pg/mL. OCI = ocitocina, Indo = indometacina.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 5 — Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contragdes tdnicas induzidas por
ocitocina na auséncia (e) e na presenca de 10 yM de indometacina (O) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.6 Avaliacdo do envolvimento da via do 6xido nitrico no efeito tocolitico do
VD-EtOHF em Utero isolado de rata

5.6.1 Efeito tocolitico do VD-EtOHFr sobre as contra¢des ténicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de L-NAME

A curva controle de relaxamento (0,01-243 pg/mL, n=5) do VD-EtOHr
(CEso = 33,1 £ 0,7 pug/mL) néo foi deslocada na presenca de 104 M de L-NAME, um
inibidor n&o seletivo da NOS (CEso = 49,7 £ 9,5 pg/mL, n =5). O Emax foi atingido na
concentracéo de 243 e 729 pg/mL, na auséncia (Emax = 107,2 = 3,0%) e na presenca
(Emax = 97,7 £ 3,4%) do inibidor, respectivamente (Figura 15 e Grafico 6).



Resultados |87
Figueirede, J. d. D.

Figura 15 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contragcdes tonicas induzidas por 102 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca de
10* M de L-NAME (B) em ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentra¢des de
0,01-243 pg/mL (A), 0,01-729 pg/mL (B). OCI = ocitocina.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 6 — Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contra¢des tbnicas induzidas por
ocitocina na auséncia (e) e na presenca de 10“* M de L-NAME (A) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.7 Avaliacédo da participagdo da via da RhoA/Rho cinase no efeito tocolitico
produzido pelo VD-EtOHF em Utero isolado de rata

5.7.1 Efeito do VD-EtOHF sobre as contragfes ténicas induzidas por ocitocina

na auséncia e na presenca de Y-27632

A curva controle de relaxamento (0,01-243 pg/mL, n=5) do VD-EtOHr
(Emax = 107,2 £ 3,0% e CEso = 33,1 £ 0,7 yg/mL) foi deslocada para a esquerda na
presenca de 10*M de Y-27632, um inibidor de Rho cinase, com aumento da
poténcia relaxante em 2,3 vezes (CEso = 14,5 + 2,7 yg/mL), entretanto sem alteracao
de sua eficacia (Emax=113,5 + 6,0%) (Figura 16 e Grafico 7).
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Figura 16 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B)
de 10* M de Y-27632 em ratas.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracbes de
0,01-243 pg/mL, OCI = ocitocina.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 7 — Efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as contragBes tdnicas induzidas por

ocitocina na auséncia (e) e na presencga de 10* M de Y-27632 (V) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.8 Avaliacdo da participacdo da calmodulina no efeito tocolitico produzido
pelo VD-EtOHF em Gtero isolado de rata

5.8.1 Efeito do VD-EtOHFr sobre as contragfes ténicas induzidas por ocitocina

na auséncia e na presenca de calmidazolium

A curva controle de relaxamento (0,01-243 ug/mL, n=5) do VD-EtOHr
(Emax = 107,2 £ 3,0% e CEso = 33,1 £ 0,7 yg/mL) foi deslocada para a esquerda na
presenca de 10%M de calmidazolium, um inibidor de calmodulina
(CEso = 2,0 £ 0,3 pyg/mL, n = 5), com aumento da poténcia relaxante em cerca de 17
vezes, entretanto sem alteracdo da eficacia (Emax=110,8 £ 4,8%), atingindo seu Emax

na concentracdo de 81 pg/mL (Figura 17 e Grafico 8).
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Figura 17 — Registros originais representativos do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as

contracdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B)
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracfes de
0,01-243 pg/mL (A), 0,01-81 pg/mL (B). OCI = ocitocina, CMZ = calmidazolium.
Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 8 — Efeito tocolitico do VD-EtOHe sobre as contracdes tonicas induzidas por
ocitocina na auséncia (e) e na presenga de 10* M de calmidazolium (¢) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.
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5.9 Triagem farmacolégica comportamental e avaliacdo da toxicidade aguda do
VD-EtOHrF em camundongos fémeas

Apo6s a administragéo oral do VD-EtOHr na dose de 2000 mg/kg, ndo foram
observadas alteracbes comportamentais dos camundongos fémeas (n = 6) nas
condi¢cbes experimentais avaliadas durante as 4 horas de observacéo.

Também foi evidenciado que durante o periodo de observacdo de 14 dias,
ndo houve morte de animais. Com relacdo a evolucdo ponderal (Tabela 1),
analisada no 1° dia antes do tratamento, no 7° e 14° dia apds o tratamento, n&o
houve alteracdo na massa corporal tanto nos animais do grupo controle negativo
(34,3 +1,0; 36,7 £ 0,7 e 37,3 £ 1,0 g) como nos animais tratados com o VD-EtOHF
(32,0+1,3;342+1,5e 350+ 1,40Q).

Semelhantemente, foi observado que ndo houve alteracdo na ingestdo de
agua e o consumo de racédo (Tabela 2) do grupo que recebeu o VD-EtOHFr na dose
de 2000 mg/kg (15,9 + 1,1 mL e 14,9 + 1,2 g, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle (18,5+ 1,6 mL e 14,4 + 1,4 g, respectivamente).

O peso relativo de 6rgdos como o coracado, pulméo, estbmago, baco, rins e
figado também nao mostraram diferenca para os animais tratados com VD-EtOHr
guando comparados com o grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 1 — Efeito do VD-EtOHr (2000 mg/kg) na evolucdo ponderal dos camundongos
fémeas.

Massa corporal (g)

Grupo
Dia 0O Dia 7 Dia 14
Controle 343+1,0 36,7+0,7 37,3+1,0
VD-EtOHF 32,0+1,3 342+15 350+1,4

Dados representados como média + e.p.m. (n = 6). ANOVA one-way seguido do pds-teste
de Tukey.

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 2 — Efeito do VD-EtOHr (2000 mg/kg) no consumo de &gua e racdo dos
camundongos fémeas.

Consumo
Grupo _
Agua (mL) Racéao (g)
Controle 185+ 1,6 144+14
VD-EtOHr 159+1,1 149+1,2

Dados representados como média + e.p.m. (n = 6). Teste t.

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 3 — Efeito do VD-EtOHr (2000 mg/kg) sobre o peso relativo de 6rgdos dos
camundongos fémeas.

Peso relativo (g)

Controle VD EtOHF
Coracéo 0,005 + 0,0003 0,005 + 0,0004
Pulméao 0,008 + 0,0008 0,007 + 0,0003
Estbmago 0,019 + 0,003 0,018 + 0,002
Baco 0,006 + 0,0005 0,006 + 0,0004
Rins 0,010 + 0,0007 0,010 + 0,0002
Figado 0,050 + 0,003 0,050 + 0,003

Dados representados como média + e.p.m. (n = 6). Teste t.

Fonte: Autor, 2020.
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5.10 Avaliagdo do efeito tocolitico in vivo do VD-EtOHr no modelo de

contor¢gdes abdominais induzidas por ocitocina em camundongos fémeas

O grupo modelo, que recebeu uma injecao i.p. de ocitocina (50 Ul/mL),
apresentou um aumento das contorcbes abdominais (100%) em relagcdo ao grupo
controle negativo. Ja o farmaco padrao, ibuprofeno, administrado por v.o. na dose de
50 mg/kg, inibiu as contor¢cdes apresentando Emax = 96,0 £ 2,0% em relacdo ao
grupo modelo.

O VD-EtOHr administrado por v.0. nas doses de 125; 250; 500 e 1000 mg/kg
inibiu de maneira dependente de dose as contor¢cdes uterinas induzidas por
ocitocina em camundongos fémeas, apresentando Emax = 80,2 + 10,1% na dose de
1000 mg/kg e DEso = 105,5 + 14,8 mg/kg (Gréfico 9).
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Gréfico 9 — Efeito do VD-EtOHr sobre o numero de contor¢cbes abdominais
induzidas por ocitocina em camundongos fémeas.

50+
40
30+

20+

Numero de contorcdes

10+

As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6).
*p < 0,05 (salina vs modelo), *p < 0,05 (modelo vs ibuprofeno) e *p < 0,05 (modelo vs
VD-EtOHg).

Fonte: Autor, 2020.
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5.11 Efeito tocolitico in vitro do VD-EtOHrF sobre as contracBes tdnicas
induzidas por PGF2q« em Utero isolado de rata

O VD-EtOHF (0,01-243 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo o Utero de rata pré-contraido com 10® M de PGF2q
(Emax = 100,4 £ 7,2% e CEso = 15,4 £ 3,5 pg/mL) (Figura 18 e Grafico 10).

O tempo meédio para que o VD-EtOHr alcangcasse o seu efeito relaxante
maximo total era cerca de 2 horas. A responsividade do Utero a PGFzq« foi restaurada

em até 2 horas apos a retirada do VD-EtOHF da cuba.
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Figura 18 — Registro original representativo do efeito tocolitico do VD-EtOHr sobre as
contracdes tbnicas induzidas por 10° M de PGF,, em ratas.

20 min

[VD-EtOHg] ug/mL

22222

Vol

PGF2q
10° M

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do VD-EtOHr nas concentracdes de
0,01-243 pg/mL. PGF2, = prostaglandina Faq.

Fonte: Autor, 2020.
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Grafico 10 — Efeito do VD-EtOHr sobre as contracdes tdnicas induzidas por 10°® M de
PGF2 (@) em ratas.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.



6 Discussae.
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Neste estudo, analisou-se 0 mecanismo de acdo tocolitica do extrato
etandlico obtido das folhas de Varronia dardani (VD-EtOHF) em modelos
experimentais in vitro em ratas e in vivo em camundongos fémeas. Dessa forma, foi
evidenciado que o VD-EtOHr exerce seu efeito tocolitico in vitro através da inibi¢éo
da via RhoA/ROCK e da calmodulina. Além disso, foi determinado que este extrato
apresenta atividade anti-dismenorreica por inibir as contor¢des abdominais induzidas
por ocitocina, em um modelo que simula a dismenorreia primaria.

Baseado no critério taxondmico, uma vez que o extrato etandlico da espécie
Varronia globosa ja demonstrou atividade vasorrelaxante (JAMKHANDE et al., 2013)
e espasmolitica em duodeno de coelho e ileo de cobaia (FENG et al., 1962), o
metandlico de Varronia spinescens em ileo de cobaia (TORTORIELLO et al., 1995)
e o etandlico de Varronia brownei apresentou atividade tocolitica em rata (FENG et
al., 1964), foi realizada uma triagem farmacoldgica preliminar para avaliar o efeito
espasmolitico do VD-EtOHF em diversos modelos experimentais de musculos lisos
ténicos e fasicos (VELOSO et al., 2020a).

Sendo assim, foi demonstrado que esse extrato apresenta atividade
espasmolitica ndo seletiva em aorta e traqueia de rato, ileo de cobaia e Gtero de
rata. Porém, o VD-EtOHF apresentou uma maior poténcia espasmolitica por inibir as
contracdes fasicas induzidas por ocitocina e por carbacol (CCh) em utero de ratas,
de maneira equipotente, sugerindo que, em nivel funcional, o extrato ndo atua
exercendo seu mecanismo tocolitico antagonizando os receptores farmacoldgicos,
OT e Ms, respectivamente (VELOSO et al.,, 2020a). Entdo, surgiu o interesse em
prosseguir o estudo do possivel mecanismo de acao tocolitica do VD-EtOHF.

Na constituicdo quimica de algumas espécies do género Varronia, em
especial para a espécie V. dardani, destaca-se a presenca de flavonoides,
principalmente os que possuem a estrutura do tipo flavanonas (VELOSO et al.,
2020a). Destas, a pinocembrina, a narigenina (ACHAR et al., 2000) e a sakuranetina
(ROJAS et al., 1996) foram relatadas por possuirem atividade tocolitica em ratas.
Além disso, a pinocembrina também ja exibiu atividade antinociceptiva em um
protocolo de contor¢des abdominais em camundongos (DECIGA-CAMPOS; MATA,;
RIVERO-CRUZ, 2017). Desta forma, podem ser estes metabdlitos secundarios, 0s
responsaveis pela atividade tocolitica in vitro e in vivo apresentada pelo VD-EtOHk.

O aumento da [Ca?*]c, a formac&o do complexo 4Ca?*-CaM com consequente

ativacdo da MLCK e a geracao das pontes cruzadas, determinam os dois tipos de
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contracdo do musculo liso, as contracdes fasicas ou tbnicas. Os mecanismos que
induzem uma contracéo fasica, incluindo as que ocorrem no miomeétrio, resultam de
um aumento transitério da [Ca?']c, principalmente, advindo do reticulo
sarcoplasmatico. Ja durante a contracdo ténica, o pico inicial da [Ca?*]c diminui,
porém, mantém um nivel inferior sustentado, predominantemente, pelo calcio
proveniente do meio extracelular, que entra na célula através dos Cav (SAVINEAU,;
MARTHAN, 1997; PHILLIPPE; SAUNDERS; BASA, 1997; BYTAUTIENE et al.,
2003).

Como o0s mecanismos que induzem uma contracdo fasica sdo diferentes em
relacdo aos que mantém a contracdo tonica, e tendo em vista que o VD-EtOHF
apresentou atividade espasmolitica frente as contracdes fasicas (VELOSO et al.,
2020a), resolveu-se avaliar o efeito tocolitico in vitro deste extrato sobre o
componente ténico de uma contracao induzida tanto por um agente eletromecanico,
o KCI, como por um agente de acoplamento eletro e farmacomecanico, a ocitocina
(ARROWSMITH; WRAY, 2014; WRAY et al., 2015).

A ocitocina € um nonapeptidio sintetizado pelos neurénios magnocelulares
localizados nos nucleos supradptico e paraventricular do hipotalamo e secretada
para a circulacdo pelos terminais hipofisarios e nervosos posteriores em resposta a
varios estimulos (UVNAS-MOBERG et al.,, 2019). Este horménio também é
sintetizado pelos tecidos periféricos, incluindo o Utero, corpo luteo e placenta
(ARROWSMITH; WRAY, 2014).

O mecanismo da ocitocina desempenha um papel fundamental no trabalho de
parto, sendo este hormbénio, um dos medicamentos mais utilizados em obstetricia,
gue promove contracdes uterinas para indugdo e aumento do trabalho de parto,
além de ter um papel importante na ejecdo do leite durante a lactacdo. A expressao
do receptor de ocitocina (OT) no miométrio humano € fortemente regulada durante a
gravidez e seus niveis demonstraram um pico no inicio do trabalho de parto e caem
acentuadamente no periodo poés-parto, quando o Utero se torna refrativo ao OT
(TOM; ASSINDER, 2010; YULIA; JOHNSON, 2014).

Diante disso, foi observado que o VD-EtOHFr relaxou de maneira dependente
de concentragcdo e equipotente o Utero de rata pré-contraido tanto com KClI
(CEso = 27,7 + 3,1 pyg/mL) quanto com ocitocina (CEso=33,1 += 0,7 ug/mL),
sugerindo que o extrato pode exercer seu efeito tocolitico através de uma inibicéo do

influxo de Ca?* através dos Cav, uma vez que um dos passos comuns da sinalizacéo
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de ambos o0s agentes contrateis € a ativacdo destes canais (ARROWSMITH, 2020)
(Gréfico 1).

Os Cav do tipo 1 e 2 foram identificados no miométrio uterino por estudos
eletrofisioldgicos, farmacoldgicos e moleculares (COLLINS et al.,, 2000). Eles séo
responsaveis pela maior parte da corrente de calcio observada no miométrio
humano, e séo caracterizados como proteinas complexas compostas por cinco
subunidades distintas (a1, az, B, & e y) codificadas por multiplos genes (GASPAR;
HAJAGOS-TOTH, 2013). A familia dos Cav inclui os Cavl (também conhecido como
tipo L), sensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem, que ainda se
subdivide em Cavl.l, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4, sendo a corrente interna
predominante no miométrio a do Cavl.2 (WRAY et al., 2015; BANCIU et al., 2018).
Também ja é descrito que o miométrio expressa Cav2 (LEE; AHN; LEE, 2009),
entretanto, os Cavl sdo o0s mais estudados e os que possuem funcdo mais
importante no influxo de célcio, favorecendo o processo de contracéao uterina (WRAY
et al., 2015).

Dessa forma, foram construidas curvas concentracdes-resposta cumulativas
ao CaCl2 em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca?*, na auséncia
e na presenca de diferentes concentracbes do VD-EtOHr. O fundamento deste
método tem como base que a adicdo do KCI na preparacdo aumenta o nimero de
Cav ativados e, como consequéncia, maior influxo de Ca?* devido a uma relacdo
entre a despolarizacdo gerada, a condutancia ibnica e a amplitude de contracéo.
Dessa forma, como todo o Ca?* foi retirado do meio (nominalmente), a contracéo
ocorre quase que exclusivamente pelo influxo Ca?*, através dos Cav, proveniente do
meio extracelular com a adicdo do CaClz (REMBOLD, 1996; REVUELTA;
CANTABRANA; HIDALGO, 1997).

O VD-EtOHF desviou a curva controle do CaCl2 (CEso = 4,7 £ 0,2 x 10* M) de
forma paralela com redugdo do efeito maximo, nas concentracbes de 243
(Emax = 81,4 £ 3,0%) e 729 (Emax = 40,9 £ 7,3%), e da poténcia espasmogénica
apenas nesta Ultima concentracdo (CEso = 7,9 + 1,8 x 103 M) indicando que
provavelmente o bloqueio do influxo de Ca?* através dos Cav nédo seja o principal
mecanismo tocolitico do extrato (Grafico 2). Ja isolado do VD-EtOHF, o flavonoide
sakuranetina (VELOSO et al., 2020a) também apresentou seu efeito tocolitico por
inibir as contragOes induzidas por CaCl2 em meio despolarizante, sugerindo que este

pode ser o responsavel pelo efeito tocolitico desse extrato (ROJAS et al., 1996).
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Sabendo que substancias ativadoras de canais de K* relaxam a musculatura
lisa, uma vez que ocasionam uma hiperpolarizacdo da membrana pelo aumento do
efluxo deste ion, e consequente bloqueio indireto dos Cav (QUAST; COOK, 1989;
WESTON; EDWARDS, 1992), decidiu-se investigar a participagdo desses canais no
mecanismo de acéo relaxante do VD-EtOHr.

A principal corrente de efluxo que flui através da membrana plasmatica do
miométrio é através dos canais de K*, dos quais uma ampla faixa esta presente,
incluindo os canais de K* dependentes de voltagem (Kv), canais de K* ativados pelo
calcio de grande (BKca) e pequena (SKca) condutancia e os canais de K* sensiveis
ao ATP (Katp). Esses canais mantém o potencial de repouso e sdo responsaveis
pela repolarizacdo da membrana e, assim, diminuem a probabilidade de abertura
dos Cav. Dessa forma, a ativacdo dos canais de K* € geralmente associada a
quiescéncia uterina e como tal, eles podem formar alvos para tocdlise (WRAY et al.,
2015; WRAY; PRENDERGAST, 2019).

Com base nisto, avaliou-se o efeito do VD-EtOHr sobre as contragfes
induzidas por ocitocina na presenca de CsCl, um bloqueador néo seletivo de canais
de K* (LATORRE et al., 1989), e foi observado que a curva controle do relaxamento
do VD-EtOHfr (CEso =33,1 + 0,7 pg/mL) ndo foi deslocada na presenca deste
bloqueador (CEso = 29,3 + 2,7 pg/mL), sugerindo que o VD-EtOHF ndo exerce seu
mecanismo de acao tocolitica por uma modulacao positiva dos canais de K* (Grafico
3).

E relatado que o aumento nos niveis de cAMP ativam a PKA, que por sua
vez, fosforila muitos tipos de substratos que culminam na reducdo da [Ca?']c e,
finalmente, redugéo da interacdo entre os filamentos de actina e miosina, levando ao
relaxamento do musculo liso (BERNAL, 2007). Essa via de sinalizacdo pode ser
desencadeada através da ativacdo de receptores adrenérgicos-B, e destes, os
subtipos B2 e B3 foram implicados no relaxamento do miométrio, porém o subtipo 2 €
considerado o mais predominante na musculatura uterina (LIU; NWOSU; RICE,
1998; BARDOU et al., 2000; ROUGET et al., 2005; CLOUSE et al., 2007).

Durante a gravidez, a transducdo adrenérgica-p € aumentada pela
progesterona, que predomina durante esse periodo. A progesterona regula
diferentes componentes dessa via, aumentando a transcricdo e expressao dos
receptores adrenérgicos-p2 (VIVAT et al.,, 1992) e regulando positivamente a
proteina Gos (ELWARDY-MEREZAK et al., 1994), resultando em um maior
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acoplamento e ativacdo desses receptores e seu efetor, a ciclase de adenilil
(COHEN-TANNOUDJI et al., 1991). Com base nisso, 0s agonistas adrenérgicos-f3,
como a ritodrina e a terbutalina, sédo utilizados como agentes tocoliticos, para
prevenir ou inibir o trabalho de parto prematuro (HANLEY et al., 2019).

A vista disso, foi observado que ndo houve diferenca na poténcia relaxante do
VD-EtOHF na auséncia (CEsc=33,1 + 0,7 pg/mL) e na presenca
(CEso = 34,2 £ 3,5 pg/mL) de um antagonista de receptores adrenérgicos-f, o (S)-(-)-
propranolol, que apresenta uma maior seletividade pelo subtipo 32 em relacdo aos
demais receptores adrenérgicos-pf (BAKER, 2005), sugerindo que o extrato nao
modula positivamente estes receptores para promover seu efeito tocolitico (Grafico
4).

As prostaglandinas, mediadores lipidicos inflamatérios formados a partir do
metabolismo do AA por acdo das COXs, também desempenham funcbes
importantes na contratilidade miometrial, exercendo um papel central no inicio e na
manutengao do trabalho de parto (BAKKER et al., 2017). As duas prostaglandinas
mais envolvidas nas contragdes uterinas incluem a PGE2 e PGF2q, que atuam em
seus receptores EP1 ou EPs e FP, respectivamente, acoplados a proteina Gga1
(BLESSON; SAHLIN, 2014; SMITH, 2018). A inibicho da formacdo destes
mediadores através da acdo dos AINEs, como a indometacina, que atuam pela
inibicdo ndo seletiva das enzimas COXs, ocasionam o relaxamento da musculatura
lisa uterina (HAMMERS; SANCHEZ-RAMOS; KAUNITZ, 2015).

Isto posto, com base nos resultados obtidos, foi descartada a participacdo da
via das COXs no mecanismo de acao tocolitica do VD-EtOHF (Grafico 5), uma vez
que a curva controle de relaxamento do extrato (CEso = 33,1 £ 0,7 ug/mL) nao foi
deslocada na presenca da indometacina (CEso = 25,4 + 4,5 yg/mL), sugerindo que o
extrato ndo reduz a formacao de prostaglandinas contrateis através da modulacéo
negativa das COXs para exercer seu efeito relaxante.

Outra via que pode levar ao relaxamento do musculo liso uterino € a do 6xido
nitrico. Este é sintetizado por um processo de oxidacdo de aminoacidos catalizado
pela sintase do NO (NOS) (MODZELEWSKA et al., 2019). Os efeitos do NO séao
mediados pela ativagdo da sCG e subsequente producado de cGMP, resultando no
relaxamento do musculo liso (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). A existéncia

dessa via de sinalizagcdo ja foi demonstrada no uatero de ratas (IZUMI;
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YALLAMPALLI; GARFIELD, 1993; YALLAMPALLI et al., 1994) e de humanos
(BUHIMSCHI et al., 1995).

O NO é regulado positivamente durante a gravidez, inibindo a contratilidade
uterina e mantendo a quiescéncia nesta fase (CONRAD et al.,, 1993; IZUMI,
YALLAMPALLI; GARFIELD, 1993; YALLAMPALH et al., 1994). O NO também auxilia
na implantacdo do embrido e na prevencdo de disturbios ginecolégicos como a
dismenorreia (NORMAN, 1996). Sendo assim, substancias que modulem
positivamente a via do NO-sCG-cGMP, poderiam contribuir para a manutencdo da
guiescéncia uterina.

Na investigacdo da participacdo da via do NO no efeito tocolitico do
VD-EtOHF, foi observado que a curva controle de relaxamento do extrato
(CEsp =33,1+0,7 yg/mL) nado foi deslocada na presenca de L-NAME
(CEs0 = 49,7 £ 9,5 ug/mL), um inibidor competitivo ndo seletivo da NOS (MUNGLUE
et al., 2012). Uma vez que ndo houve reducdo da poténcia relaxante do extrato na
presenca do inibidor, descartou-se a hipétese de modulacdo positiva da NOS no
mecanismo tocolitico do VD-EtOHF (Gréfico 6).

Como descrito anteriormente, a contracdo nos tecidos musculares lisos é
regulada por duas enzimas principais: a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK),
dependente de calcio-calmodulina, que fosforila a cadeia leve da miosina (MLC)
para gerar a contracdo; e uma proteina trimérica, a fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP), que induz um estado de relaxamento através da desfosforilacéo da
MLC (SOMLYO; SOMLYO, 2003; WORD, 1995).

Portanto, a fosforilagdo da MLC e a forca de contracdo no utero humano
durante o trabalho de parto € determinada pelo equilibrio entre a MLCK e MLCP
(LARTEY; BERNAL, 2009). Sabe-se que a ativagdo de RhoA e sua cinase
associada (ROCK) desempenha um papel fundamental na regulacdo da contracéo
do masculo liso através da modulacdo negativa da MLCP e positiva da MLC, mesmo
com baixos niveis da [Ca?*]c, num mecanismo conhecido como “sensibilizagdo ao
Ca?"” (WETTSCHURECK; OFFERMANNS, 2002).

Foi demonstrado que os niveis de expressdo de ROCK sao significativamente
altos no utero de ratas ndo gravidas, mas que diminuem no estagio inicial da
gravidez e aumentam acentuadamente no inicio do trabalho de parto (DOMOKOS et
al., 2017). Alem disso, estudos demonstraram que quanto maior a expressao génica

e protéica de ROCK1, ROCK2 e RhoA, maior o grau de severidade da dismenorreia
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(WANG et al.,, 2013; JIANG et al., 2018). Dessa forma, a inibicdo desta via para
ocasionar o relaxamento uterino pode ser um alvo possivel para uma terapia
tocolitica.

Alguns autores j4 relataram que o Y-27632, um inibidor especifico e nao
seletivo da familia ROCK (ROCK I e Il), que exerce essa atividade competindo com
o ATP pela ligacédo no sitio catalitico da ROCK (TAHARA et al., 2002; ISHIZAKI et
al., 2000), inibe a contracdo induzida por KCI| ou por ocitocina sem afetar a
mobilizacdo intracelular de Ca?* induzida por estes agentes contrateis nas células
miometriais. Esses resultados sugerem que a atenuacdo da via RhoA/Rho-cinase
pode levar a inibicAo da contracdo miometrial, principalmente pela reducdo do
mecanismo de “sensibilizagdo ao Ca?"” do aparelho contratil (KUPITTAYANANT;
BURDYGA; WRAY, 2001; TAHARA et al, 2002; WOODCOCK; TAYLOR;
THORNTON, 2004).

Baseado nisto, foi avaliado se o VD-EtOHr estaria inibindo a via da
RhoA/ROCK para exercer seu efeito tocolitico. Os resultados demonstraram que a
curva controle de relaxamento do extrato (CEso = 33,1 £ 0,7 pg/mL) foi deslocada
para esquerda na presencga do Y-27632 (CEso = 14,5 £ 2,7 ug/mL), com aumento na
poténcia tocolitica em 2,3 vezes, sugerindo que o VD-EtOHF modula negativamente
a via RhoA/ROCK no seu mecanismo tocolitico (Grafico 7). Isso também pode ser
justificado pelo fato de que o VD-EtOHF se mostrou mais potente em relaxar o Utero
de rata pré-contraido com ocitocina em relacdo a inibicdo da contracdo fasica
induzida por ocitocina (VELOSO et al., 2020a), uma vez que a via da RhoA/ROCK
estd envolvida na manutencdo do componente ténico da contracdo do musculo liso
uterino (SOMLYO; SOMLYO, 1998; WOODCOCK; TAYLOR; THORNTON, 2004).

Apesar da via RhoA/ROCK ser considerada como um mecanismo
independente de Ca?* (TAHARA et al., 2002), um estudo demonstrou que a ativagdo
dessas proteinas induzida por agentes contrateis em células musculares lisas da
aorta de coelho, também pode ser dependente de Ca?*, uma vez que a reducéo dos
niveis da [Ca?*]c induzida pela remocéo extracelular ou pela inibicdo do influxo deste
ion através de um bloqueador de Cav, gerou uma diminuigdo tanto na forca de
contracdo, como também nos niveis de ativacdo da RhoA, demonstrado pela
expresséo da RhoA ligada ao GTP por Western blotting (SAKURADA et al., 2003).

Além disso, nesse estudo também foi evidenciado um possivel envolvimento

da calmodulina na ativagcdo da RhoA, visto que a expresséao da forma ativada desta
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proteina foi reduzida na presenca de um inibidor da CaM (SAKURADA et al., 2003).
Diante desta premissa, levantou-se a hipétese de que o VD-EtOHF poderia exercer
seu mecanismo tocolitico por uma inibigdo da calmodulina.

Estruturalmente, a calmodulina consiste em dois dominios globulares que
ligam um total de 4 ions Ca?* por molécula. Esta ligacdo gera alteracoes
conformacionais que expdem residuos hidrofobicos usados para interagir com uma
ampla gama de proteinas celulares, desempenhando um papel fundamental na
sinalizagdo do Ca?* e contragdo da musculatura lisa (CHIN; MEANS, 2000; MEANS,
2000; TIDOW; NISSEN, 2013). O estudo realizado por Poyser (1985) fornece
evidéncias de que a calmodulina também esta envolvida nos processos bioquimicos
que levam ao aumento na secrecao de prostaglandinas contrateis no Utero da
cobaia, em resposta ao aumento da [Ca?*]c, uma vez que o complexo Ca?*-CaM
ativa a PLA2 e, assim, promove a liberacdo do é&cido araquidénico (LEAVER;
POYSER, 1981; NING; POYSER, 1984).

Além de modificar diretamente a funcdo de muitas proteinas, como a MLCK
(BURSZTYN et al., 2007), a CaM também pode ativar outras cinases dependentes
de Ca?*-CaM, como a CaMKIl, uma serina-treonina cinase. Esta é uma grande
holoenzima composta por 12 a 14 subunidades individuais de proteina cinase
(BHATTACHARYYA et al., 2016), que nos mamiferos, € descrita possuindo as
subunidades a, B, & e y, sendo as duas Ultimas as mais expressas em células
musculares lisas (ZHOU; IKEBE, 1994; SADDOUK; GINNAN; SINGER, 2017).

Na presenca de Ca?*, uma molécula de CaM pode se ligar a cada monémero
de CaMKIl no dominio regulador, ocasionando alteracbes conformacionais que
liberam um dominio autoinibitorio adjacente expondo a fenda catalitica. Uma vez que
a CaM esté ligada a CaMKIl, esta cinase pode autofosforilar um dominio vizinho e,
assim, remover a dependéncia da ligacdo a CaM, mantendo sua atividade mesmo
apos a dissociacdo do complexo Ca?*-CaM (SCHWORER et al., 1988; CHAO et al.,
2011; JOHNSON et al., 2019).

Com base nisso, observou-se um aumento da poténcia relaxante do
VD-EtOHF em torno de 17 vezes na presenga do calmidazolium
(CEso = 2,0 £ 0,3 pg/mL), um inibidor de calmodulina (FERNANDEZ; CANTABRANA;
HIDALGO, 1992; JOVANOVIC; GRBOVIC; TULIC; 1994), quando comparado com a
curva controle de relaxamento do extrato (CEso=33,1 £ 0,7 ug/mL). Portanto,

sugere-se que o VD-EtOHr pode exercer seu mecanismo tocolitico por modular
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negativamente a calmodulina (Grafico 8). Uma vez que foi demonstrado que o
VD-EtOHF ndo modula negativamente a via das ciclo-oxigenases, pode-se sugerir
gue a inibicdo da calmodulina culmine na reducao da ativacdo da PLA2 e, assim, na
reducdo da liberacdo do AA e formacgdo dos prostanoides contrateis.

O estudo realizado por Sakurada et al. (2003), que demonstrou uma ativacao
de RhoA/ROCK dependente de Ca?*, também determinou que um inibidor especifico
de CamKIll reduziu a contragédo e a expressao da RhoA-GTP promovida pelo KClI,
sugerindo assim que o acoplamento Ca?*-CaM ativa a CaMKIl, que por sua vez,
ativa a ROCK.

Dessa forma, visto que a poténcia relaxante do VD-EtOHF foi
aproximadamente 17 vezes maior frente ao inibidor de calmodulina
(CEso =2,0+0,3pug/mL), quando comparado ao inibidor da ROCK
(CEso = 14,5 + 2,7 ug/mL), sugere-se que, provavelmente, o VD-EtOHF exerce seu
mecanismo tocolitico in vitro em ratas, majoritariamente, pela acao inibitéria na
calmodulina e por modular negativamente a via da RhoA/ROCK de maneira indireta.

A espécie Varronia dardani ndo possui relatos de uso popular, porém, para as
espécies V. globosa e V. leucocephala, ha relatos de que o infuso das folhas é
utilizado no tratamento da dismenorreia (AGRA, 1996; ABRANTES; AGRA, 2004,
OZA; KULKARNI, 2017). De acordo com isso, apOs ser demonstrado 0 mecanismo
de acdao tocolitica in vitro do VD-EtOHF, levantou-se a hipdtese de que esse extrato
poderia inibir as contracbes uterinas in vivo, em um modelo que mimetiza a
dismenorreia primaria em camundongos fémeas.

Inicialmente, com o intuito de fornecer seguranca na utilizacdo do extrato no
protocolo in vivo de inducdo da dismenorreia primaria, realizou-se a avaliacdo da
toxicidade aguda oral do VD-EtOHr em camundongos fémeas. Os ensaios de
toxicidade pré-clinica aguda sdo utilizados para avaliar o potencial de toxicidade ou
letalidade produzido por um produto-teste quando este é administrado em uma ou
mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, com observagcdo dos
animais por 14 dias apés a sua administracao (ANVISA, 2013).

Para que os resultados sejam considerados pelas agéncias regulatorias dos
paises, € essencial que estes testes sejam conduzidos seguindo protocolos
internacionalmente aceitos. Para isso, podem ser utilizados métodos alternativos
para a estimativa da DLso, como o0s preconizados pela Organizagdo para

Cooperagdo e Desenvolvimento Econ6mico (Organisation for Economic Co-
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operation and Development-OECD), uma vez que estes sdo sugeridos pelo Guia
para a conducdo de estudos nédo clinicos de toxicologia e seguranca farmacologica
essencial para o desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013).

No presente estudo, seguiu-se o Guia n°® 423 da OECD (OECD, 2001), que
apresenta boa reprodutibilidade, utilizam poucos animais, atende aos requisitos da
experimentacdo e aos principios do bem estar animal, e € capaz de classificar a
toxicidade e estimar a DLso da substancia de acordo com sistemas
internacionalmente aceitos (Globally Harmonised System - GHS). Sendo assim, a
toxicidade oral aguda foi avaliada conforme o Guia OECD-423 (OECD, 2001), que
determina as doses a serem utilizadas no estudo (5, 50, 300 ou 2000 mg/kg) e o
ndmero de animais por dose, sendo trés camundongos fémeas (Anexo 3).

A dose inicial selecionada para o estudo foi de 2000 mg/kg v.o. (n = 3), ja que
ainda nao havia nenhum relato de toxicidade para o extrato. Dessa forma, durante
as primeiras 4 horas do teste, diversos parametros comportamentais foram avaliados
(Anexo 2), entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracdo, descartando algum
efeito toxico do VD-EtOHr sobre o Sistema Nervoso Central e Autdbnomo. No
decorrer dos 14 dias de observacdo, ndo houve morte de nenhum animal, e como
preconizado no Guia 423/2001 da OECD, o método foi repetido (n = 3) e, mais uma
vez, ndo foi observado sinais comportamentais de toxicidade ou morte dos animais
tratados, estimando assim uma DLso igual ou superior a 5000 mg/kg, sendo
enquadrada na categoria 5 da GHS (Anexo 3), sugerindo uma baixa toxicidade
aguda oral do extrato.

A evolucdo ponderal é um dos parametros mais empregados em avaliagdes
toxicologicas para indicar o aparecimento de efeitos toxicos de uma determinada
substancia no organismo animal. Esses efeitos podem se manifestar também
através da alteracdo nos consumos hidrico e alimentar, na alteracéo
comportamental ou na alteracdo da massa relativa dos 6rgdos (GONZALEZ; SILVA,
2006).

Ao analisar o peso dos animais no dia zero antes do tratamento, no 7° e 14°
dia apés o tratamento (Tabela 1), ndo foi observada alteragdo ponderal tanto nos
animais controle negativo, como nos animais tratados com o VD-EtOHr na dose de
2000 mg/kg. A ingestdo de agua e de racao foi avaliada diariamente durante o
tratamento agudo com o extrato (Tabela 2), e ndo foi observado nenhuma alteragcéo

no consumo. O peso de 6rgdos como o coracdo, pulmao, estbmago, baco, rins e
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figado também ndo mostraram diferenca para animais tratados com VD-EtOHF em
relacdo aos animais controle (Tabela 3). Com isso, estes resultados fornecem
seguranga na utilizacdo do extrato no préximo protocolo experimental in vivo
desenvolvido neste trabalho.

Estudos de toxicidade aguda oral também ja foram realizados para outra
espécie, a Varronia globosa, onde foi determinado que a administracdo do extrato
etandlico do caule e das folhas desta espécie na dose de 2000 mg/kg, em
camundongos machos e fémeas, ndo provocou sinais de alteragOes
comportamentais ou mortes. No entanto, promoveu aumento nho consumo de agua e
racao, além de ter induzido alteracdes discretas nos pesos relativos do coracéo e
rins quando comparados com o grupo controle, porém, sugerindo ainda uma baixa
toxicidade aguda oral (REIS, 2014; DANTAS, 2015).

Substancias capazes de exercer uma acao tocolitica sdo promissoras para o
tratamento de desordens uterinas associadas a desregulacdo da contracdo do
musculo liso, como a dismenorreia primaria, que € caracterizada por contracfes
uterinas dolorosas e representa uma das causas mais comuns de dor pélvica,
gerando um impacto negativo na qualidade de vida de mulheres jovens
(BERNARDINI et al., 2017; LI et al., 2019).

O modelo de contor¢cbes uterinas in vivo induzidas por ocitocina em
camundongos fémeas tratados com estrogénio é reconhecido como um protocolo
experimental frequentemente usado no estudo da dismenorreia priméria (HUA et al.,
2008; JESUINO et al., 2019; LI et al., 2019). O prévio tratamento com o horménio é
realizado com a finalidade de aumentar o numero de receptores de ocitocina (OT) e
assim, exacerbar a resposta a esse agente contratil. Como a dor abdominal aguda
intensa é o principal sintoma clinico da dismenorreia, a resposta da contor¢cdo é
considerada o principal indicador e o namero destas contor¢des abdominais é
utilizado para avaliar o modelo experimental e os efeitos do produto-teste (YANG et
al., 2015).

Sendo assim, apo0s o tratamento com o dietilestilbestrol (i.p.) por trés dias
consecutivos, os camundongos fémeas receberam diferentes doses do VD-EtOHF
(v.0.) no quarto dia, seguido da indug&o das contor¢cdes abdominais com a ocitocina
(i.p.). Dessa forma, foi avaliado o numero de contorgées por um periodo de 30
minutos, e observado que o extrato inibiu estas contorcbes apresentando efeito
méaximo na dose de 1000 mg/kg (Emax = 80,2 £ 10,1% e DEso = 105,5 + 14,8 mg/kg),
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sugerindo que o VD-EtOHF apresenta atividade tocolitica in vivo em camundongos
fémeas (Grafico 9).

De acordo com as evidéncias de que quanto maior a expressao génica e
protéica de ROCK1, ROCK2 e RhoA, maior o grau de severidade da dismenorreia
(WANG et al., 2013; JIANG et al., 2018), associado ao fato de que a ativacdo da
PLA:2 para formacéo de prostaglandinas contrateis depende do complexo Ca?*-CaM
(LEAVER; POYSER, 1981; NING; POYSER, 1984), sugere-se, com base nos
resultados obtidos, que a inibigdo da RhoA/ROCK e da calmodulina promovida pelo
VD-EtOHF, pode estar envolvida no efeito anti-dismenorreico observado para o
extrato. Como contraprova do observado no experimento in vivo, avaliou-se o efeito
do VD-EtOHF no Gtero de rata pré-contraido com PGF2a.

A patogenia da dismenorreia esta relacionada com o aumento da producgéo de
PGF2q, que ocasiona contragdo dos vasos sanguineos uterinos e do miométrio
(RUAN; ZHOU; CHAN, 2011). Além disso, é relatado que a sinalizacdo da ocitocina
esta envolvida na liberacdo de PGF2q das células endometriais (WILSON; LIGGINS;
WHITTAKER, 1988; BURNS et al.,, 2001; ARROWSMITH, 2020), como também
demonstrado pelo estudo realizado por Yang et al. (2015), uma vez que as
contor¢cdes abdominais induzidas por ocitocina no modelo de dismenorreia primaria
aumentou a expressdo da COX-2, o que favorece a producdo destas
prostaglandinas contrateis.

Sendo assim, observou-se que o VD-EtOHr relaxou o Utero de rata pré-
contraido com PGF2a (CEso = 15,4 + 3,5 pg/mL), sugerindo que o extrato pode
modular negativamente a via de sinalizacdo da PGF2q, sendo este um provavel
mecanismo do extrato para exercer seu efeito anti-dismenorreico (Gréfico 10).

Diante da importancia da descoberta de novas substéncias, de origem
natural, com propriedades tocoliticas, este trabalho descreve o mecanismo de acao
tocolitica in vitro e in vivo, do extrato etandlico das folhas de Varronia dardani, que
atua modulando negativamente a via RhoA/ROCK e a calmodulina in vitro em ratas

(Figura 19), além de apresentar efeito anti-dismenorreico em camundongos fémeas.
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Figura 19 — Proposta do mecanismo de acgéo tocolitica in vitro do VD-EtOHr em Gtero de
rata.

@'\

4Ca"’m

Reticulo Sarcoplasmatico

O mecanismo de acédo tocolitica in vitro do VD-EtOHr em rata promove a modulacdo
negativa da via ROCK e da calmodulina.

Fonte: Autor, 2020.



7 Caenclusdes
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Na caracterizagcdo do mecanismo de acao tocolitica in vitro do VD-EtOHr em
ratas, descartou-se a participacdo de/da: canais de Ca?* dependentes de voltagem,
canais de K*, receptores adrenérgicos-B, via das ciclo-oxigenases e via do NO.

E concluiu-se que a acao tocolitica in vitro do VD-EtOHF envolve a modulacéo
negativa da via da RhoA/ROCK e da calmodulina. Além disso, o extrato apresenta
atividade tocolitica in vivo, podendo ser uma droga promissora no tratamento da

dismenorreia primaria.
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Anexo 1 — Copia da certiddo de aprovacédo do projeto na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPB).

Universidade Comissfio de Etica no

Federal da Uso de Animais A

Paraiba e
CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “Investigacdo do mecanismo de agdo tocolitica de Varronia dardani {Boraginaceae): ensaios
in witro e in vivo em roedores”, protocolada sob o CEUA n? 3864230519 (o omeem, 5ab a responsabilidade de Fabiana de Andrade
Cavalcante e eguipe; Indyra Alencar Duarte Figueiredo - que envolve a produgio, manutengdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
o5 preceibos da Lei 11.794 de 8 de outubra de 2008, com o Decreta 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal da Paralba (CELA/UFPB) na reunido de 07/06/20149.

We certify that the proposal "Investigation the tocolytic action mechanism of the Varronia dardani (Boraginaceae): in vitro and in
viwo assays in rodents®, utilizing 96 Heterogenics rats (96 females), 94 Heterogenics mice (94 females), protocol number CEUA
3864230519 jo mosem, under the responsibility of Fabiana de Andrade Cavalcante and team; Indyra Alencar Duarte Figueiredo -
which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
[except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
GBOY of July 15, 2009, as well as with the rules issuved by the National Council for Contral of Animal Experimentation ({COMCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of
06/07/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Acad@mica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2019 a 0772021 Area: Fisiologia E Patologia
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Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas

Jodo Pessoa, 21 de julho de 2019
b, Gk . Tniates ;
Profa. Dra. kslania (iisela .I.Ibuqun;rque Gongalves Prof. Dr. Ricardo Rom&o Guerra
Coordenadaora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paralba Universidade Federal da Paraiba
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Anexo 2 - Ficha de avaliacdo da atividade comportamental de VD-EtOHr na dose de
2000 mg/kg (v.0.) (ALMEIDA, 1999).

SNC
ESTIMULANTE 30 min. 1h 2h 3h 4h

Hiperatividade

Agressividade

Tremores

Convulséo

Piloerecao

SNC
DEPRESSOR 30 min. 1h 2h 3h 4h

Sedacéo

Ataxia

Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo
corneal

Perda do reflexo auricular

Dispneia

SN AUTONOMICO 30 min. 1h 2h 3h 4h

Diarreia

Constipacao

Defecacao

Respiragéo forcada

Lacrimejamento

Miccéo

Salivacéo

Cianose

Toénus muscular

Forga pra agarrar
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OUTROS
COMPORTAMENTOS

30 min.

1h

2h

3h

4h

Ambulacao

Escalar

Contor¢bes abdominais

Hemorragia

Automutilacdo

Vomito

MORTE

(0) Sem efeito (-) Efeito diminuido (+) Efeito aumentado
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Anexo 3 — Fluxograma de realizacdo do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de

2000 mg/kg.
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Fonte: OECD n° 423 (2001).



