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Atividade espasmolitica do extrato metandlico bruto obtido das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.
(Convolvulaceae) e seu possivel mecanismo de acdo em ileo isolado de cobaia

SILVA, G. R.
Pés-Graduacgado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertacéo de Mestrado, CCS-UFPB (2020).

Varias espécies da familia Convolvulaceae séo utilizadas popularmente para o
tratamento de desordens do mdusculo liso, e outras jA apresentaram efeito
espasmolitico. Entre as espécies dessa familia, destaca-se Evolvulus linarioides
Meisn., uma espécie comumente encontrada nos estados de Bahia, Minas Gerais,
Pernambuco e Paraiba. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo investigar a
atividade espasmolitica do extrato metandlico bruto obtido das partes aéreas
(EL-MeOHpa) em aorta e traqueia de rato, Utero de rata e ileo de cobaia, além de
caracterizar seu mecanismo de acdo no 0rgdo que apresentou maior poténcia
relaxante. Todos os procedimentos experimentais funcionais (n = 5) realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB (certiddo
3059100918). O EL-MeOHpa apresentou atividade espasmolitica ndo seletiva em
relacdo aos Orgdos testados, sendo mais potente em traqueia de rato
(CEso =139,4 £ 17,4 pg/mL) e ileo de cobaia (Clso = 124,8 + 18,1 ug/mL). Seguindo
com o estudo do mecanismo de acdo em ileo de cobaia, observou-se que o
EL-MeOHpa relaxou de maneira equipotente o ileo pré-contraido com 40 mM de KCI
(CEso = 53,5+ 5,7 pug/mL) ou com 10° M de carbacol (CEso = 49,6 + 7,2 ug/mL) ou
com histamina (CEso = 36,0 + 5,2 pg/mL), sugerindo que o extrato deve inibir o
influxo de Ca?* através dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (Cav). Essa
hipétese foi confirmada, uma vez que o extrato inibiu as contracbes cumulativas
induzidas por CaCl2 em meio despolarizante (KCl 70 mM) nominalmente sem Ca?*.
Além disso, o EL-MeOHpa relaxou de maneira equipotente o ileo pré-contraido com
S-(-)-Bay K8644, um agonista dos Cavl (CEso = 83,2 £ 6,4 ug/mL), em comparacéo
ao efeito observado com KCI, demonstrando que o extrato inibe de forma direta o
influxo de Ca?* através dos Cavl. Também foram investigadas outras vias de
relaxamento, entretanto foi constatado a ndo participacdo dos canais de K* e das
vias adrenérgica, do oxido nitrico e das ciclo-oxigenases no efeito espasmolitico
desse extrato em ileo de cobaia. Tendo em vista que os mecanismos de mobilizacdo
de Ca?* nas células musculares das camadas circular e longitudinal se diferenciam,
investigou-se também um possivel bloqueio da mobilizacdo de Ca?* dos estoques
intracelulares. Para isso, foi utilizada a camada circular do ileo de cobaia, e
observou-se que o extrato antagonizou as contracdes fasicas induzidas por 10° M
de histamina (CEso=53,5+5,7 pg/mL), modulando assim, negativamente, a
liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares. Diante do exposto, foi possivel inferir
que o EL-MeOHpa possui atividade ndo seletiva nos Orgéos testados e que seu
mecanismo de acdo em ileo isolado de cobaia envolve bloqueio do influxo de Ca?*
via Cavl, além de uma modulagdo negativa dos mecanismos de liberacdo de Ca?*
dos estoques intracelulares, resultando na reducéo da [Ca?*]c, promovendo assim o
relaxamento muscular.

Palavras-chave: Evolvulus linarioides; atividade espasmolitica; canais de
calcio; mobilizac&o de calcio; ileo de cobaia.
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Spasmolytic activity of the crude methanolic extract from the aerial parts of Evolvulus linarioides Meisn.
(Convolvulaceae) and its possible mechanism of action in guinea-pig ileum

SILVA, G. R.
P6s-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Dissertacdo/CCS/UFPB 2020

Several species of Convolvulaceae are popularly used to treat smooth muscle
disorders and others have already shown spasmolytic effect. Among the species of
this family, Evolvulus linarioides Meisn., stands out, a species commonly found in the
states of Bahia, Minas Gerais, Pernambuco and Paraiba. Thus, this study aimed to
investigate the spasmolytic activity of the crude methanolic extract obtained from the
aerial parts (EL-MeOHap) in rat aorta and trachea, rat uterus and guinea-pig ileum, in
addition to characterizing its mechanism of action in the organ it presented greater
relaxing power. All functional experimental protocols (n = 5) performed were
approved by the UFPB Ethics Committee on the Use of Animals (certificate
3059100918). EL-MeOHap showed non-selective spasmolytic activity in the tested
organs, being more potent in rat trachea (ECso = 139.4 + 17.4 pug/mL) and guinea-pig
ileum (ICs0 = 124.8 £+ 18.1 pg/mL). Following the study of the mechanism of action in
guinea-pig ileum, it was observed that EL-MeOHap relaxed the ileum pre-contracted
with - KCI 40 mM (ECso = 535 + 57 pg/mL), carbachol 10% WM
(ECs0 =49.6 £ 7.2 ug/mL) or histamine 10® M (ECso = 36.0 + 5.2 pg/mL) in an
equipotent manner, suggesting that the extract should inhibit the Ca?* influx through
voltage-dependent Ca?* channels (Cav). This hypothesis was confirmed, since the
extract inhibited the cumulative contractions induced by CaClz in depolarizing
medium (70 mM KCI) nominally without calcium. In addition, EL-MeOHar relaxed the
ileum pre-contracted with S-(-)-Bay K8644, a Cav1 agonist (ECso = 83.2 + 6.4 pug/mL),
compared to the effect observed with KCIl, demonstrating that the extract directly
inhibits the influx of Ca?* through Cavl. Other relaxation pathways were also
investigated, however it was found that K* channels, adrenergic, nitric oxide and
cyclooxygenase pathway were not involved in the spasmolytic effect of this extract in
guinea-pig ileum. Knowing that the mechanisms of Ca2* mobilization in muscle cells
of the circular and longitudinal layers are different, a possible blockage of Ca?*
mobilization from intracellular stores was also investigated. Therefore, the circular
layer of guinea-pig ileum was used, and it was observed that the extract antagonized
the phasic contractions induced by histamine 10° M (ECso = 53.5 + 5.7 pg/mL), thus
modulating negatively the release of Ca?* from intracellular stores. In view of this, it
was possible to infer that EL-MeOHar has non-selective activity in the tested organs
and that its mechanism of action in isolated guinea-pig ileum involves blocking the
Ca?* influx by Cav1, in addition to a negative modulation of Ca?* release mechanisms
from intracellular stores, resulting in a reduction in [Ca?*]c, thus promoting muscle
relaxation.

Keywords: Evolvulus linarioides; spasmolytic activity; calcium channels; calcium
mobilization; guinea-pig ileum.
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linarioides

Efeito maximo

Sintase do 6xido nitrico endotelial

Fenilefrina

Subunidade a da proteina Gq

Proteina Gi2 ou proteina Gis

Ciclase de guanilil soluvel



GDP Difosfato de guanosina
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GPCRs Receptores acoplados a proteina G

Ggm1 Proteina Gqou proteina Gu

GTP Trifosfato de guanosina

IPeFarm Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos

IP3 1,4,5-trisfosfato de inositol

IPsR Receptor de IP3

L-NAME N-nitro L-arginina metil-ester

M Concentracdo molar (mol/L)

MAPK Proteina cinase ativada por mitégeno

MLC Cadeia leve da miosina

MLCK Cinase da cadeia leve da miosina

MLCP Fosfatase da cadeia leve da miosina

NA Noradrenalina

NCX Trocador Na*/Ca?*

NO Oxido nitrico

NOS Sintase do NO

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PDE Fosfodiesterase

PGE1 Prostaglandina E1

PGE:2 Prostaglandina E2

PIP2 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol

PKA Proteina cinase dependente de cCAMP

PKC Proteina cinase dependente de calcio

PKG Proteina cinase dependente de .GMP

PLCpg1 Fosfolipase C do tipo B1

PMCA Ca?*-ATPase da membrana plasmatica

PPgPNSB Programa de PoOs-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos

rMLC Cadeia leve regulatéria da miosina

RS Reticulo sarcoplasmatico

RyR Receptor de rianodina

SERCA Ca?*-ATPase do reticulo endosarcoplasmatico



sGC Ciclase de guanilil solavel

SNC Sistema nervoso central
UFPB Universidade Federal da Paraiba
UPA Unidade de producao animal

OBS: as abreviaturas e os simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relagdo encontram-se descritos no texto ou sao convengOes adotadas
universalmente.
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O uso de produtos naturais estad diretamente ligado a nossa historia, a
utilizacao de plantas na medicina popular para a cura de doencas, além do comércio
de especiarias e corantes de origem vegetal tém sido descritos desde os primordios
da humanidade. No Brasil, os indigenas utilizavam seus conhecimentos para se
beneficiarem do “poder” das plantas contra doengas endémicas da época. O estudo
mais amplo dos produtos naturais impulsionou o desenvolvimento da quimica
medicinal ao longo dos anos. Com 0s avangos nesta area, foram aplicadas técnicas
e metodologias modernas, como a criagdo do "Protein Data Bank (PDB)", além das
estratégias de modificagdo molecular no desenho de novos protétipos, que
favoreceram a descoberta de novos farmacos (LIMA, 2007; ALMEIDA; MARTINEZ;
PINTO, 2017).

Atualmente, o uso de plantas medicinais e produtos fitoterapicos se tornam
cada vez maior. E fato que até os dias atuais a realizacdo de novos estudos a
respeito das formas, dos usos e da terapéutica dos produtos vegetais, tém sido
impulsionados e vem se tornando muito importante. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), 85% da populacao utiliza produtos naturais no que tange
a atencdo primaria a saude, devido a essa procura ainda ha muito o que ser
estudado (CUNHA, 2011; ROSA; CAMARA; BERIA, 2011; BRASIL, 2012).

Cerca de 25% dos medicamentos presentes no mercado sdo produzidos
direta ou indiretamente a partir de alguma planta (RODRIGUES; AMARAL, 2012).
Embora ainda existam dificuldades no desenvolvimento de farmacos provenientes
de plantas, essas representam os produtos naturais de maior interesse da industria
farmacéutica. Isso, devido as inimeras substancias vegetais biologicamente ativas
presentes na sua composicdo com possiveis atividades farmacol6gicas que
possibilitam o estudo para a descoberta de novos farmacos (WALSH; FISCHBACH,
2010; PALMA; VILACA, 2012).

Diversas técnicas tém sido empregadas para auxiliar o isolamento e
identificacdo desses compostos bioativos, como por exemplo, a espectroscopia
atrelada a meétodos estatisticos e/ou computacionais, que possibilita analisar
padrées de produtos naturais com sistemas bioldgicos (FUNARI et al., 2013; ZAGO,
2018). Além de diversos modelos de testes in vivo e in vitro, através dos quais
consegue-se avaliar o efeito farmacoldgico desses produtos naturais, como é o caso

dos modelos de células, de tecidos, de receptores/enzimas, de biocromatografia e
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modelos gendmicos (in vitro) e da farmacologia sérica e dos modelos animais
(in vivo) (WANG et al., 2011).

Dessa forma, tanto a quimica quanto a farmacologia, devem ser
empregadas na pesquisa de novas substancias provenientes de plantas, ampliando
e direcionando as buscas para o campo da bioatividade desses produtos naturais
(ALBUQUERQUER; HANAZAKI, 2006; FOGLIO et al., 2006). A orientacdo inicial
para a busca de substancias farmacologicamente ativas é a descricdo do seu uso
etnofarmacologico, tendo em vista que plantas utilizadas na medicina popular tém
mais chances de desempenharem efeitos farmacolégicos comprovados do que
aguelas escolhidas ao acaso (YUNES, 2001; BESSA et al., 2013). Além disso, existe
também a escolha quimiotaxondmica para a selecdo de espécies, na qual
investiga-se 0s marcadores que estdo presentes num determinado grupo,
relacionando-os a atividades farmacologicas descritas (ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006; LIMA; SANTOS; LA PORTA, 2018).

Inserida nas plantas medicinais popularmente utilizadas na medicina
tradicional destaca-se a familia Convolvulaceae, que apresenta espécies com
diversas atividades farmacoldgicas descritas na literatura, tais como: antimicrobiana,
antidiabética, sedativa, anti-inflamatoria, e espasmolitica em diversos musculos lisos
como, jejuno de coelho, e traqueia e ileo de cobaia (PONGPRAYOON et al., 1992;
PERUSQUIA et al., 1995; KHARE, 2001; PAULA; HAYASHI; FREITAS, 2003; EON-
RIVERA; HERRERA-RUIZE; ESTRADA-SOTOB, 2011; MEIRA et al, 2012
SHAREEF et al., 2014; MART-NEZ-PEREZ et al., 2018). Além disso, algumas espécies
dessa familia vém sendo utilizadas para tratar distirbios como esplenomegalia,
anemia, tumores, aumento de lipidios, tosse, asma, Ulcera géstrica, obesidade,
constipacao e diarreia (KHARE, 2001; AMBIKA; NAIR, 2019).

Dentre as espécies presentes nessa familia, destaca-se Evolvulus linarioides
Meisn., que apresenta poucos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos descritos até o
momento (QUEIROGA, 2012; PEREIRA, 2016). Assim, tendo em vista que espécies
presentes na mesma familia ja desempenharam acdo em musculos lisos e sabendo
gue substancias que agem nesses alvos possuem capacidade de se tornarem
possiveis farmacos para o tratamento de diversos disturbios, surge o interesse em
se investigar farmacologicamente a espécie Evolvulus linairoides (WEBB, 2003;
DENTI, 2015).



Silva, G. R. 2020 Introducéo 28

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade espasmolitica
do extrato metandlico bruto obtido das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.
(EL-MeOHpa) em aorta e traqueia de rato, Utero de rata e ileo de cobaia, além de
investigar o seu possivel mecanismo de agdo no Orgdo que apresentou maior

poténcia espasmolitica.



2 Fundamentacao teorica
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2.1 Produtos naturais e os avanc¢os de sua pesquisa no Brasil

Desde os primordios da humanidade a natureza tem servido como fonte de
medicamentos para os seres vivos, sendo muitas drogas desenvolvidas por meio de
fontes vegetais (CRAGG; NEWMAN, 2013). Aléem desta finalidade, os produtos
naturais também colaboraram no desenvolvimento do processo de aprendizado
necessario a evolucdo humana, através dos quais o homem foi capaz de
compreender e ultrapassar os desafios impostos a sua sobrevivéncia (VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Os primeiros escritos sobre recursos naturais feitos pelo homem remontam
as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este ultimo, descoberto e publicado por
Georg Ebers, descreve cerca de 100 doencas e um grande numero de drogas de
origem animal e vegetal (VILELA, 1977; DREYFUS; CHAPELA, 2007). Diversas
civiizacbes como, por exemplo, a grega, deixaram registros da utilizacdo da
natureza como fonte de remédios (VALLE, 1978).

No Brasil, a influéncia dos recursos naturais faz parte de sua historia,
estando intimamente ligada ao comércio e disputa de terras durante o periodo de
colonizacdo. Nessa época, a exploracdo de plantas como o pau-brasil, que produzia
uma tintura em seu interior bastante utilizada para tingimentos, despertou grande
interesse na Europa, sendo comercializado a um alto valor, o que resultou na
movimentagdo da economia (PINTO, 1995; D’AGOSTINI et al., 2013). No inicio da
década de 90, ocorreram avancos na bioprospeccdo e nos estudo de atividades
farmacoldgicas de produtos naturais, especialmente de plantas e micro-organismos,
0 que por sua vez concedeu financiamento para a descoberta de diversas novas
substancias de interesse terapéutico como, por exemplo, a vimblastina e a
vincristina, ambos antineoplasicos de origem natural (BUTLER, 2008; COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

Em decorréncia de possuir uma das maiores biodiversidades do mundo, o
Brasil dispde de diversas fontes de origem animal, mineral ou vegetal, para o
desenvolvimento de pesquisas cientificas na é&rea. Dentre, aproximadamente,
500 mil espécies vegetais existentes no mundo, o Brasil acomoda em torno de 55
mil espécies e estima-se que apenas 15% destas tenham sido estudadas com
finalidade medicinal (PRESTES, 2000; CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010;
NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARES, 2010).
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Desde o inicio do processo de colonizacdo, muitos extratos de plantas ja
eram produzidos e utilizados no territério nacional para o tratamento de doencas
locais (ELDIN; DUNFORD, 2001). Com o passar dos anos e com a crescente
evolugdo da tecnologia e das industrias farmacéuticas, as plantas medicinais
passaram por diversos processos até se tornarem um medicamento. Como resultado
disso tem-se os fitoterapicos, que sdo medicamentos produzidos a partir de partes
de vegetais ou o proprio vegetal (GIRALDI; HANAZAKI, 2010). Gragas a crescente
producdo cientifica nessa area, a cada dia mais drogas e extratos vegetais sédo
lancados no mercado e introduzidos na terapéutica com seguranca e eficacia
comprovadas (BOORHEM; LAGE, 2009). Em decorréncia disso, a utilizacdo desses
medicamentos tem sido cada vez maior, principalmente devido ao facil acesso no
mercado (SILVA et al., 2017).

O fato de o Brasil possuir uma vasta biodiversidade faz com que cada vez
mais pesquisadores sejam atraidos com interesse de desenvolver novos estudos na
area de produtos naturais (BERLINCK, 2012). A pesquisa nessa area ndo apenas
permite elucidar novos compostos, como também indica estruturas moleculares com
possibilidade de serem utilizadas como modelos para novos farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2016; BERLINCK et al., 2017). Acredita-se que cerca de 80% dos quase
160.000 compostos cadastrados no Dictionary of Natural Products possuem
caracteristicas favoraveis para serem considerados como potenciais modelos de
farmacos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Dessa forma, torna-se importante o conhecimento a respeito da conducéo
de abordagens e andlises em purificacdes, caracterizacdo, determinacéo estrutural,
dindmica quimica e metabdlica inter-relacionais, bem como, caracteristicas
diversificadas de uso e fungbes baseados na farmacologia (CONCHA; LONG, 2003;
PUCHEAULT, 2008; KWAN; SCHMIDT, 2013). Os detalhes mais refinados nos
ambientes ecoldgicos dos recursos naturais influenciam na producéo dos compostos
bioativos e suas variagdes no design e na diversificagdo (ATANASOV et al., 2015).

Com o desenvolvimento da inovagéo tecnologica, surgiram diversos modelos
nos quais é possivel avaliar o efeito farmacoldgico desses produtos naturais, como é
o caso dos modelos animais e de farmacologia sérica, ambos in vivo. De forma in
vitro temos o0s modelos de células, de tecidos, de receptores/enzimas, de
biocromatografia e modelos gendémicos. A escolha do modelo mais adequado se da,

principalmente, através do conhecimento do produto a ser testado (WANG et al.,
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2011). Em virtude disso, € de suma importancia o avanco e aperfeicoamento de
pesquisas com diferentes espécies buscando substancias com capacidade

farmacoldgica de se tornarem novos medicamentos.

2.2 A familia Convolvulaceae Juss.

A familia Convolvulaceae € composta por cerca de 55 géneros e 1650
espécies, distribuidas em regides tropicais e temperadas de todo o mundo
(Figura 1). No Brasil, ocorrem, em média, 20 géneros e 400 espécies, sendo
Ipamoema L., Jacquemontia Choisy e Evolvulus L. predominantes. Dados sugerem
gue essa familia surgiu na América do Norte e hoje estad presente em uma ampla
gama de habitats. Atualmente, representa um grupo monofilético, composto por
duas subfamilias: Convolvuloideae e Humbertioideae. A grande maioria de seus
membros sdo ervas perenes, trepadeiras ou cipds lenhosos, poucas vezes ervas,
arbustos ou arvores que sdo endémicas das regides tropicais (APG I, 2009;
SULTANA; RAHMAN, 2016; BFG, 2018; SRIVASTAVA; MEHROTRA; DILCHER,
2018).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Convolvulaceae no mundo, representada pelas
areas coloridas, segundo a ocorréncia.

Fonte: adaptado de wikiwand.com, acesso em 05 de novembro de 2019.
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Um aspecto de destaque nessa familia € a presenca de células secretoras
de resinas glicosidicas em tecidos foliares, e principalmente nas raizes, tais
substancias apresentam propriedades purgantes que s&o caracteristicas de
espécies pertencentes a essa familia (ARGAEZ; PEREZ-AMADOR, 1997; PEREDA-
MIRANDA; TAKETA; VILLATORO-VERA, 2003). Além disso, diversos metabdlitos
também sdo encontrados, tais como: alcaloides (SCHIMMING et al., 2005), amidas
(TOFERN et al., 1999), antocianidinas (GODA et al., 1997; PALE et al., 1998;
TERAHARA et al., 2000; MORI et al., 2006), cianidinas (SAITO et al.,, 1995),
cumarinas (GUPTA et al., 2007; CERVENKA et al., 2008; KUMAR et al., 2010),
flavonoides (MANN et al., 1999; GUPTA et al.,, 2007; KUMAR et al., 2010),
esteroides (AKHTAR et al., 2009), terpenoides (KUMAR et al.,, 2010) e lignanas
(PASKA et al., 1999; TOFERN et al., 2000). Inseridas nos alcaloides destacam-se as
calisteginas, que sdo consideradas marcadores para a familia (SCHIMMING et al.,
1998; SCHIMMING et al., 2005).

Alguns dos géneros possuem 0 numero de espécies aproximadamente
relatadas, como é o caso do Ipomoea (500, “gléria-da-manh&”), Convdlvulo (250,
“erva-cega”), Jacquemontia (120), Evolvulus (100) e Calystegia (25). A familia tem
sido utilizada como importante fonte de alimento, dentre as espécies com essa
finalidade, destaca-se a Ipomoea batatas (“batata-doce”), comumente consumida no
Brasil, uma raiz rica em acucar e amido, que além de ser utilizada para alimentacéo
também serve de matéria-prima para a producao de alcool industrial, pectina, amido
e xarope de acucar, e a Ipomoea aquatica (“Nari-ka-Sag”), das quais folhas e brotos
sdo usados como vegetais (SULTANA; RAHMAN, 2016).

Além do uso com finalidade alimenticia, algumas plantas dessa familia
possuem valor medicinal, como as espécies: Evolvulus alsinoides, Exogonio purga e
Ipomoea violacea e Ipomoea batatas (MEIRA et al., 2012; SULTANA; RAHMAN,
2016).

Varias atividades farmacolégicas para espécies da familia Convolvulaceae ja
foram relatadas na literatura, tais como antidiabética, cicatrizante e espasmolitica de
Evolvulus alsinoides, anti-inflamatéria de Evolvulus nummularius, purgativa e
antimicrobiana da Ipomoea carnea, e espasmolitica de Argyreia speciosa (GALANI;
PATEL; PATEL, 2010), Operculina turpethum (SHAREEF et al., 2014), Ipomoea
imperati (PAULA; HAYASHI; FREITAS, 2003), Ipomoea cairica e Ipomoea stans
(PERUSQUIA et al, 1995, MEIRA et al, 2012) e Ipomoea pes-caprae
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(PONGPRAYOON et al., 1992; MART-NEZ-PEREZ et al., 2018). Além disso,
espécies dessa familia sdo usadas para tratar distirbios como esplenomegalia,
anemia, tumores, hiperlipidemia, tosse, asma, Ulcera gastrica, obesidade,
constipacao e diarreia (KHARE, 2001; DHANALEKSHMI et al., 2010; PAVITHRA,
SREEVIDYA; RAMA, 2009; EON-RIVERA; HERRERA-RUIZE; ESTRADA-SOTOB,
2011; DURAISAMY et al., 2013; VELLINGIRI; PERMAIAH, 2017; AMBIKA; NAIR,
2019).

2.3 O género Evolvulus L.

O género Evolvulus, pertencente a familia Convolvulaceae, apresenta 97
espécies distribuidas, predominantemente, no continente americano, sendo, apenas
duas dessas com distribuicdo cosmopolita, E. alsinoides e E. nummularius (Figura 2)
(OOSTSTROOM, 1934).

Figura 2 — Mapa de distribuicdo do género Evolvulus L., representada pelas areas coloridas,
com gradacé&o de cor segundo a ocorréncia.
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Fonte: adaptado de tropicos.org, acesso em 07 de novembro de 2019.
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No Brasil, é possivel encontrar aproximadamente 70 espécies (Figura 3),
mais comumente nas regibes da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa e Pantanal. Destaca-se a grande incidéncia dessas nas regides Sudeste e
Nordeste do Brasil, tendo sido listados 46 espécies de Evolvulus dentre os 160
taxons da familia Convolvulaceae da regido (SIMAO-BIANCHINI; FERREIRA, 2016).

Figura 3 — Mapa de distribuicdo do género Evolvulus L. no Brasil.
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Fonte: adaptado de BIANCHINI; FERREIRA, 2012.

Em relacdo as caracteristicas morfolégicas, Evolvulus é delimitado em sete
secoes, sao elas: Linoidei Meisn., Paniculati Peter., Passerinoidei Meisn., Involucrati
Ooststr., Lagopodini Meisn., Alsinoidei Meisn. e Phyllostachyi Meisn
(OOSTSTROOM, 1934).

A nomenclatura do género € uma palavra originada do latim “evolvo”, que
significa “aquele que nao se enrola”. Referindo-se a auséncia de plantas volaveis no
género. Sua morfologia é semelhante as dos géneros Convolvulus L. e
Jacquemontia Choisy e se distingue apenas por possuir um estilete com dois
estigmas ovais e elipsoidais (JUNQUEIRA; SIMAO-BIANCHINI, 2006; SILVA, 2008).

As plantas desse género sao ervas ou subarbustos, eretos ou prostados, de
pequeno porte; apresentam folhas inteiras, ovais ou lineares, sésseis ou pecioladas;
inflorescéncias axilares, solitarias ou em dicasio; flores com corola pequena,
infundibuliforme ou salverforme, azuis, brancas ou branco-azuladas; calice com
5 sépalas, iguais a desiguais; fruto do tipo capsula, globosa ou ovoide com
1-4 sementes, glabras ou pubescentes (AUSTIN; CAVALCANTI, 1982).
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No gue se refere & composicdo quimica desse género, existe uma grande
variedade de metabdlitos secundarios, ja havendo sido relatado o isolamento de
antocianinas (TOKI et al., 1994), alcaloides (GOYAL; SINGH, 2005), flavonoides
glicosilados, triterpenos, cumarinas (KUMAR et al., 2010) e cromonas (AKHTAR et
al., 2009).

Alguns usos etnofarmacoldgicos para espécies do género Evolvulus ja foram
descritos na literatura, tais como: a utilizacdo da espécie Evolvulus nummularius
como cicatrizante para casos de queimadura, cortes e feridas (JAIN, 1991;
PAVITHRA; SREEVIDYA; VERMA, 2009); Evolvulus arbuscula para dores nas
articulagdes e musculos (GONZALEZ et al., 2013); Evolvulus alsinoides no
tratamento de febre, perda de memoaria, sifilis, bronquite crbnica, asma, disenteria e
diarreia (SINGH, 2008; INDHUMOL et al., 2013; PEREIRA, 2016).

Estudos realizados reportaram atividades farmacolégicas comprovadas para
espécies do género Evolvulus, como, cicatrizante (MAHIBALAN et al., 2016),
antimicrobiana (DHANALEKSHMI et al., 2010), anti-helmintica (KUMAR et al., 2010),
antioxidante (GOMATHI et al., 2013), anti-inflamatdria, antipirética e antidiarreica
(LEKSHMI; REDDY, 2011). Além dessas, também foi relatada atividade
espasmolitica para Evolvulus alsinoides (KHAN et al., 2019).

2.4 A espécie Evolvulus linarioides Meisn.

Evolvulus linarioides apresenta-se como um subarbusto ereto, de ramos
sericeos, folhas membranaceas, lineares a estreito elipticas, com apice agudo,
margem plana, base obliqua, concolores, faces adaxial rugosa e glabrescente
(Figura 4). E comumente encontrada no Paraguai e no Brasil, onde se distribui pelos
estados de Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, e Paraiba (JUNQUEIRA; SIMAO-
BIANCHINI, 2006; PEREIRA, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pavithra%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20177496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sreevidya%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20177496
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Figura 4 — Espécie Evolvulus linarioides Meisn.

Fonte: Josean Fechine Tavares, 2009.

Poucos estudos fitoquimicos foram desenvolvidos com essa espécie, entre
eles o isolamento de dois sesquiterpenos denominados linariofileno e evolfileno,
além de outras substancias como o polifenol ferulato de alquila, os esteroides
estigmasterol e B-sitosterol, e de duas cromonas a cnidimol C e cnidimol C
glicosilado (QUEIROGA, 2012; PEREIRA, 2016).

De maneira similar, ainda ndo ha estudos a respeito de atividades
farmacoldgicas desenvolvidas por essa espécie. Porém, estudos demostraram que
alguns constituintes fitoquimicos semelhantes ao encontrados na espécie Evolvulus
linarioides sdo capazes de atenuar a motilidade do mdusculo liso, tais como,
terpenoides, polifenois, cumarinas e esteroides, em especial estigmasterol
(HAMMAD; ABDALLA, 1997; HAYASHI; SEKINE; DEGUCHI, 2002; GHANADIAN et
al., 2014; EMRAN et al., 2015).

Estudos publicados por Mint et al. (2016) em traqueia isolada de cobaia, com
os constituintes das folhas das plantas Ageratum conyzoides L., Aegle marmelos
Correa., Clerodendrum indicum (L.) Kuntze e Mimosa pudica L., ja conhecidas por
seu uso etnofarmacologico anti-asmatico, revelou que o composto isolado
estigmasterol, também presente no EL-MeOHpa, exibiu atividade espasmolitica no
orgao testado.

Diante disso, é de extrema importancia uma investigacao farmacologica da
espécie Evolvulus linarinoides, sabendo que diversas espécies pertencentes ao

género Evolvulus e a familia Convolvulaceae ja foram relatadas na literatura por
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produzirem efeito relaxante em musculos lisos (KAZEM; ANVARI; BADVI, 2007,
LEKSHMI; REDDY, 2011; KHAN et al., 2019).

2.5 Regulacdo da contracéo e do relaxamento do musculo liso

O musculo liso encontra-se presente nas paredes dos tratos digestivo,
respiratorio, circulatério, nos ductos urinarios e genitais e na pele. Esse musculo é
constituido por células em formato fusiforme, com um ndcleo central, que estdo
incorporadas em uma matriz extracelular composta por fibras de colageno. As fibras
musculares lisas arranjam-se de modo que a parte mais espessa de uma esta
justaposta as extremidades delgadas de fibras adjacentes. Dessa forma, em cortes
transversais, € possivel observar contornos que variam de arredondados até
triangulares ou poligonais (WEBB, 2003; GUIMARAES; ADELL; FELICIO, 2019).

A contracao das células musculares lisas esta entre os processos de grande
importancia para todo o organismo. Este é regulado principalmente pelos niveis de
Ca?* citosdlico, seja pela liberacdo de ions célcio de reservatérios intracelulares ou
pela sua entrada através dos canais de céalcio na membrana plasmatica (SANDERS,
2001; THORNELOE; NELSON, 2005; CATTEERAL, 2011; PERRINO, 2016). Para o
inicio de uma resposta contratil o musculo liso necessita dos estimulos que levam a
dois tipos de acoplamento: o acoplamento eletromecéanico e o acoplamento
farmacomecénico (REMBOLD, 1996).

O acoplamento eletromecéanico (Figura 5) produz uma resposta contratil por
meio do processo de despolarizacdo de membrana ligada a elevacdo da
concentracéo extracelular de potassio ([K*]e) ou ainda a ligacao de bloqueadores dos
canais de K* (REMBOLD, 1996).

Dois tipos de canais participam desse processo: 0os Cav e 0s canais de K*.
Os Cav sdo complexos proteicos formados por 5 subunidades distintas, sendo elas:
a subunidade a1, formadora do poro do canal e onde fica localizado o sensor de
voltagem que determina sua abertura; um dimero formado pelas subunidades a2 € 9;
a subunidade ( localizada no meio intracelular, e a subunidade y transmembranar
(CATTERALL, 2011). Sao conhecidas trés familias dos Cav: Cavl1(1.1-1.4), Cav2
(2.1-2.3) e Cav3 (3.1-3.3). De acordo com essa nomenclatura, a familia Cavl é
constituida por canais sensiveis a di-hidropiridina ativados em alta tenséo (tipo L).

Os canais da familia Cav2 sdo insensiveis a di-hidropiridina e ativados em alta
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tensdo. E a familia Cav3 inclui canais que s&@o ativados a baixa tensao (tipo T)
(ERTEL et al., 2000; CATTERAL et al., 2019).

No musculo liso, o canal presente é o Cavl.2. Esses canais permeiam o
influxo rapido e altamente seletivo de Ca?* nas células e sdo necessarios para
diversas funcdes em células excitaveis, como o acoplamento excitacdo-contracao.
Para identificar quais canais de calcio estdo envolvidos em determinados processos,
emprega-se drogas seletivas como bloqueadores; isto é particularmente importante
nos estudos de potenciais tratamentos (BANNISTER; BEAM, 2013; TANG et al.,
2013; ZAMPONI et al., 2015).

Ja os canais de K* sdo subdivididos em quatro classes, sendo eles: canais
para potassio retificadores de entrada (Kir), canais de potassio de dois poros (Kzp),
canais de potéssio ativados por célcio (Kca) e canais de potassio dependentes de
voltagem (HILLE, 2001). Os canais de potassio expressos no musculo liso séo
normalmente ativados durante a fase de repouso de potencial de membrana (Figura
5). O aumento do efluxo de potassio leva a hiperpolarizacdo e consequente
fechamento dos Cav, diminuindo a concentracdo de calcio citosélica, levando ao
relaxamento da musculatura lisa. (VOGALIS, 2000; BASHIR; MEMON; GILANI,
2011; KHAN et al., 2011; SHAH et al., 2011). Substancias que promovem a abertura
de canais de K* podem representar moléculas com ampla gama de potenciais
terapéuticos para o tratamento de diversos distdrbios como a asma, hipertensao,
incontinéncia urindria e espasmos gastrintestinais (EMPFIELD; RUSSELL;
TRAINOR, 1995; MANNHOLD, 2004).
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Figura 5 — Acoplamento eletromecéanico da contracdo muscular lisa 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 contragao.

Fonte: Autor, 2020.

No acoplamento farmacomecanico da contracéo (Figura 6), tem-se a ligagéo
de agonistas como a acetilcolina, noradrenalina, histamina e ocitocina a seus
respectivos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativacdo da cascata do
inositol, por meio das proteinas Gg/11, para levar ao processo de contracdo. Através
da acao da fosfolipase C B1 (PLCPB1) ocorre a hidrélise de fosfolipidios presentes na
membrana do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2), gerando o 1,4,5-
trisfosfato de inositol (IPs) e diacilglicerol (DAG) (BILLINGTON; PENN, 2003;
BERRIDGE, 2008; AQUINO-MIRANDA; ARIAS-MONTARNO, 2012). O IPs age se
ligando e ativando os receptores de IPs (IPsR) presentes no reticulo

sarcoplasmatico, induzindo, assim, a liberacdo de Ca?*. O Ca?* transloca a proteina



Silva, G. R. 2020 Fundamentacéo tedrica | 41

cinase dependente de Ca?* (PKC) para a membrana onde, juntamente com o DAG,
ocorre a sua ativacdo. Isso ocasiona em uma elevacdo na [Ca?']c mediante a
ativagcéo direta dos Cav localizados na membrana plasmatica (FUKATA; AMANO;
KAIBUCHI, 2001). O aumento da [Ca®']c leva a ligacdo de quatro ions calcio a
calmodulina, formando um complexo que fosforila ativando a quinase da cadeia leve
da miosina (MLCK), que por sua vez, fosforila a cadeia leve da miosina (MLC),
levando a interacdo actina/miosina e a contracdo muscular lisa (CHACKO; CONTI,
ADELSTEIN, 1977; KAMM; STULL, 1985; SOMLYO; SOMLYO, 2003). A finalizagéo
do estimulo contratil resulta em uma diminuicdo de [Ca?'], reduzindo, entdo, a
atividade da MLCK. Consequentemente, a MLC sofre desfosforilacdo pela acdo da
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) (SHIRAZI; IIZUKA; FADDEN, 1994;
HARTSHORNE; ITO; ERDOD, 2004).

Como o aumento na [Ca?*]c promove o processo de contracdo muscular, a
reducdo dos niveis citosolicos desse ion resulta no relaxamento. Isso pode ocorrer
através do mecanismo eletromecanico, mediante uma repolarizacdo ou
hiperpolarizacdo da membrana, ou até mesmo pelo mecanismo farmacomecanico,
gquando se tem uma ativacdo de receptores de membrana que inibem as vias
biogquimicas envolvidas no processo de contracdo muscular (WOODRUM; BROPHY,
2001).

No acoplamento eletromecénico do relaxamento, tem-se a abertura de
canais de K*, que resulta na conducdo desses ions através da membrana
plasmatica a favor de seu gradiente eletroquimico, proporcionando uma regulacéo
do potencial de repouso da membrana e da excitabilidade celular. Substancias que
agem levando a abertura de canais de K* promovem uma hiperpolarizacdo da
membrana das células musculares lisas por aumentarem o efluxo de K* da célula
(KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).
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Figura 6 — Acoplamento farmacomecénico da contracdo muscular lisa pelo sistema efetor
Gy - PLC-Bs.
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmaética; (2) levando
a troca do GDP por GTP na subunidade a das proteinas Gqi11 (ndo mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) a subunidade aq1:-GTP ativa a enzima PLC-B1; (4) a PLC-B1 cliva o
fosfolipidio de membrana PIP, em IP; e DAG; (5) o IP3 migra pelo citosol e ativa o IP3R
presente no RS, liberando o Ca?* do estoque; (6) o Ca?* liberado ativa o RyR, fazendo com
gue mais Ca?* seja liberado para o citoplasma; (7) o Ca?*, junto com o DAG ativam a PKC;
(8) a PKC ativada fosforila os Cay promovendo o influxo de Ca?*; (9) o aumento da [Ca?'].
aumenta a afinidade do Ca?" pela CaM formando o complexo 4Ca?-CaM e ativando a
MLCK; (10) a MLCK ativada fosforila a MLC que promove a interacdo dos filamentos de
actina com miosina, desencadeando a contragdo do musculo liso.

Fonte: Autor, 2020.

O acoplamento farmacomecanico leva ao relaxamento do musculo (Figura 6)
por meio de uma fosforilagdo, através da proteina cinase dependente de :AMP
(PKA), de uma série de substratos, gerando: a ativacdo das bombas de Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e da membrana plasmatica (PMCA), reduzindo,
assim, a [Ca?*]c; inativacdo do receptor de IP3 (IP3R), diminuindo a liberacdo de Ca?*

do reticulo sarcoplasmatico, e consequente diminuicdo da [Ca?']; inativacdo do
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trocador Na*/Ca?* (NCX), reduzindo o influxo de Ca?* para o citosol; inibicdo da
cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), diminuindo sua afinidade pelo complexo
4Ca?*-CaM, gerando uma diminuicdo no processo contrétil; inibicdo direta dos Cav,
diminuindo o influxo de Ca?* levando a uma reducéo da [Ca?*]c; ativacdo de canais
de K* que promovem uma hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e consequente
blogueio dos Cav. Tudo isso culmina no processo de relaxamento da musculatura
lisa (WOODRUM; BROPHY, 2001; DUTTA et al., 2002; DANILA; HAMILTON, 2004).

Outro neurotransmissor importante responsavel por numerosos processos
fisiol6gicos no nosso organismo € o oxido nitrico (NO), formado em diferentes
tipos celulares como células endoteliais vasculares, plaquetas e células epiteliais.
No musculo liso (Figura 7), ele age modulando a motilidade através de sua ligacédo
ao receptor de guanilil ciclase solivel (sGC) no citosol, que hidrolisa e cicliza o
trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), o
aumento da [cGMP]c leva a ativacdo de uma proteina quinase dependente de
monofosfato ciclico de guanosina (PKG), que ativa, ira fosforilar ativando os canais
de K*, a bomba de Ca?" da membrana plasmatica (PMCA), o trocador Na*/Ca?*
(NCX) e a bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), e inativando o Cav,
IPsR e a MLCK, levando ao processo de relaxamento do musculo liso (SCHIMMER,;
MAUTHNER, 1996; DIDION; HEISTAD; FARACI, 2001; VALENTAO et al., 2003;
GHARIB et al., 2011).

Tendo em vista que substéncias que atuem inibindo o processo de
contracdo do musculo liso podem ser utilizadas no tratamento de diversos distUrbios
e que alguns estudos jA demonstraram acdes farmacolégicas promissoras de
produtos naturais nessa musculatura (BAKER et al., 2007; BUTLER, 2008). Faz-se
necessario o estudo de novas substéncias de origem natural, acreditando que
podem ser desenvolvidas novas alternativas terapéuticas mais potentes e com baixo

custo.
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Figura 7 — Acoplamento farmacomecéanico do relaxamento no musculo liso pelas vias
efetoras do :AMP e do .GMP.
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Agonista

(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 nao mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gus-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o ATP em cAMP;
(5) o NO formado 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 IPsR. Todos esses mecanismos diminuem a [Caz+]c; (13) inibem a
MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Caz+-CaM. Todos esses mecanismos
impedem a fosforilagdo da MLC e, consequentemente, a interacdo dos filamentos de
miosina com os de actina, promovendo o relaxamento do musculo liso. As definicdes das
abreviaturas estao presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Autor, 2020.



3 Objetivos



Silva, G. R. 2020 Objetivos | 46

3.1 Geral

Investigar uma possivel atividade espasmolitica do extrato metandlico bruto
obtido das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. (EL-MeOHpa) em musculos

lisos fasicos e tonicos.

3.2 Especificos

Realizar uma triagem preliminar farmacolégica e comparar uma possivel

atividade espasmolitica do EL-MeOHpa em:

e Aorta de rato
e Traqueia de rato
e Utero de rata

e ileo de cobaia

Avaliar o mecanismo de acdo do EL-MeOHpa em ileo isolado de cobaia,

guanto ao envolvimento de:

» Canais de Ca?* dependentes de voltagem;
= Canais de K*;

* Via adrenérgica;

* Via do oxido nitrico;

* Via da ciclo-oxigenase;

= Mobilizacdo de Ca?* dos estoques intracelulares.



4 Material e métodos
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4.1. Material

4.1.1 Material botanico

As partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. foram coletadas em 19 de
junho de 2009, no municipio de Matureia, no Estado da Paraiba. A identificacédo
botanica foi realizada pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Uma exsicata desta
espécie encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (UFPB), sob o codigo AGRA et al. 6970.

4.1.2 Droga-teste

Para o desenvolvimento desta pesquisa foi utilizado o extrato metandlico
bruto obtido das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. (EL-MeOHpa), que
foram gentilmente cedidos pela equipe do Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva do
Programa de Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PgPNSB)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.1.3 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados ratas e ratos Wistar
(Rattus norvegicus), com aproximadamente oito semanas de idade, pesando entre
150-250 g e 200-300 g, respectivamente, como também, cobaias (Cavia porcellus)
de ambos os sexos, pesando entre 300-500 g, todos provenientes da Unidade de
Producdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da UFPB.

Antes dos experimentos os animais foram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Nuvilab®) com
livre acesso a agua, com ventilacdo 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 foram realizados no periodo de

08h00 as 20h00. Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram o0s
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principios de cuidados com animais submetidos e aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais — CEUA (certiddo 3059100918) da UFPB (Anexo 1).

4.1.4 Substancias e reagentes

O acido cloridrico (HCI), o bicarbonato de sodio (NaHCO3), o cloreto de
calcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o cloreto de magnésio di-hidratado (MgCl2.2H20), o
cloreto de potassio (KCI), o cloreto de sédio (NaCl), o fosfato de potassio
monobasico (KH2POa4), o fosfato de sédio monobasico anidro (NaH2POa4), a glicose,
o hidréxido de sédio (NaOH) e o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSOa4.7H20)
foram obtidos da Exodo cientifica (Brasil).

O &cido araquiddnico (AA), o cloridrato de acetilcolina (ACh), cloridrato de
carbamilcolina (CCh), o cloreto de césio (CsCl), o cloridrato de
L(-)-fenilefrina (FEN), o cloridrato de Nuw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), o
Cremophor®, o dietilestilbestrol, o diidrocloridrato de histamina, a indometacina, a
ioimbina e 0 S-(-)-Bay K8644 (1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-trifluorometil)fenil]3-
piridina carboxilico acido metil éster), foram obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil). O
cloridrato de cetamina 10% e o cloridrato de xilazina 2% foram obtidos da Syntec. A
ocitocina foi advinda da Eurofarma (Brasil). O (S)-(-)-propranolol foi adquirido da
Cayman Chemical Company (EUA).

Essas substancias utilizadas nos experimentos, exceto o Cremophor®, foram
mantidas sob refrigeracdo (-20 °C). Todas foram dissolvidas e diluidas em agua
destilada, exceto o AA, S(-)-Bay K8644, dietilestilbestrol, (S)-(-)-propranolol e a
indometacina que foram dissolvidos em etanol absoluto (96 °GL) para obtencao de
cada solucdo-estoque, as quais foram diluidas em &agua para obtencdo de
concentracfes apropriadas para cada protocolo experimental.

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

4.1.5 Solucgéo nutritiva
De acordo com os experimentos realizados foram utilizadas varias solu¢des

nutritivas (ajustadas ao pH 7,4, com uma solu¢cdo de HCI ou NaOH, 1N), todas

gaseificadas com carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2) e mantidas a 37 °C para
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traqueia e aorta de rato, e ileo de cobaia, e a 32 °C para utero de rata, cujas

composicdes estado descritas abaixo:

o Composicdo da solucdo de Krebs (mM): NaCl (118,0), KCI (4,5),
MgSOa (5,7), KH2PO4 (1,1), CaClz (2,5), glicose (11,0) e NaHCOs3 (25,0).

o Composicao da solucdo de Locke Ringer por Revuelta, Catabrana
e Hidalgo (1997) (mM): NaCl (154,0), KCI (5,6), MgClz (2,1), CaClz (2,2), glicose
(5,6), NaHCOs (6,0).

. Composicao da solucédo de Krebs modificado por Sun e Benishin
(1994) (mM): NaCl (117,0), KCI (4,7), MgSOa4 (1,3), NaH2PO4 (1,2), CaClz (2,5),
glicose (11,0) e NaHCOs3 (25,0).

. Composicao da solucédo de Krebs modificado despolarizante (KCI
70 mM) nominalmente sem calcio: NaCl (52,7), KCI (70,0), MgSOa (1,3), NaH2PO4
(1,2), glicose (11,0), NaHCOs3 (25,0).

4.1.6 Equipamentos

O processo de pesagem das substancias foi realizado em balanca analitica
modelo AY220, enquanto os animais foram pesados em balanca semianalitica
modelo BK2000. O pH das soluc¢des foi aferido em pHmetro digital PG2000. Todos
estes equipamentos foram adquiridos da Gehaka (Brasil).

Para o registro das contracfes isotdnicas, os 6rgdos foram suspensos em
cubas de banho para 6rgéos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca isotdnica
de inscri¢do frontal em cilindros esfumacados de um quimoégrafo (DTF, Brasil). Tais
cubas foram acopladas a uma bomba termostatica modelo Polystat 12002 Cole-
Palmer (Vernon Hills, IL, EUA) para o controle da temperatura.

Para registrar as contragfes isométricas, os orgados foram suspensos em
cubas de banho para érgdos 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 versdo 2.1.6 para aquisicdo dos dados e ANCAD

para analise. O sistema possui uma bomba termostatica modelo BT-60 que controla
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a temperatura das cubas. Esses aparelhos foram adquiridos junto a AVS Projetos
(Séo Paulo, SP, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacédo da solucdo-mée do extrato para os ensaios farmacolégicos

O extrato foi solubilizado em Cremophor® e diluido em agua destilada para
obtencdo da solucdo-estoque (10 mg/mL, respectivamente, 3% Cremophor® v/v) que
foi armazenada a uma temperatura de 0 °C. A concentragéo final de Cremophor® na
cuba nunca excedeu 0,01%. Nesta concentracdo, o Cremophor® é desprovido de
efeito contratil ou relaxante nos 6rgaos estudados, de acordo com dados obtidos em
experimentos anteriores.

As concentracdes do EL-MeOHpa foram utilizadas em mdltiplos de trés,
sendo a concentracdo submaxima 243 e a maxima 729 ug/mL. Em seguida, quando
na concentracdo subméaxima o efeito observado ultrapassasse 50% e na
concentracdo maxima o efeito observado ultrapassasse 70%, era realizada uma
curva concentracdo-resposta completa testando concentracbes menores para
obtencdo do zero de efeito e maiores para obtencdo do efeito maximo (Emax) do

extrato.

4.2.2 Triagem farmacoldgica preliminar

4.2.2.1 Efeito do EL-MeOHpra sobre as contragdes tonicas induzidas por FEN

em aorta isolada de rato

Os ratos foram eutanasiados por anestesia com cetamina 100 mg/kg
(i.p.) e xilazina 10 mg/kg (i.p.), seguido por método complementar de
exsanguinacdo. Um segmento da aorta torécica era retirado e limpo de todo o tecido
conjuntivo e adiposo, em seguida, foi seccionado em anéis de 3-5 mm. Para
obtencdo das respostas isométricas, os aneis foram suspensos individualmente por
uma alca de aco inoxidavel, em cubas de banho (6 mL) contendo solugcéo de Krebs
a 37 °C. As preparacgOes foram estabilizadas por um periodo de 60 minutos, durante

0 qual se manteve uma tensdo de repouso de 1 grama, gaseificados com
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carbogénio. Durante esse periodo, a solucdo nutritiva foi renovada a cada 15
minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Apods o periodo de estabilizacdo foi induzida uma contracdo com 3 x 107 M
de FEN e durante o componente tonico foi adicionado 10® M de ACh para verificar a
integridade do endotélio (FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980). O endotélio vascular foi
considerado integro quando os anéis aorticos apresentassem relaxamento igual ou
superior a 50%. Em relaxamento igual ou inferior a 10%, os anéis foram
considerados sem endotélio funcional (AJAYA; GILANI; MUSTAFAA, 2003). Apés a
lavagem, esperou-se 30 minutos e durante o componente ténico de uma segunda
resposta ao agonista, o EL-MeOHpa foi adicionado em preparagfes diferentes de
maneira cumulativa a cuba.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contragado
induzida por FEN. Os valores de concentracdo de uma droga que produz 50% do
seu efeito maximo (CEso) foram obtidos por regressdo néo linear a partir das curvas
concentracbes-resposta obtidas para o extrato em anéis com e sem endotélio
funcional.

Apods o relaxamento maximo produzido pelo EL-MeOHpa, 0 tempo de

reversao foi observado.

4.2.2.2 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragcdes tonicas induzidas por CCh
em traqueia isolada de rato

Os ratos, apdés serem eutanasiados por anestesia com cetamina
100 mg/kg (i.p.) e xilazina 10 mg/kg (i.p.), seguido por método de exsanguinacgéo,
tinham a traqueia retirada e limpa, de modo a separa-la de todo o tecido conectivo e
adiposo. O érgéo foi dividido em segmentos, contendo de 3 a 4 anéis de cartilagem.
Cada segmento suspenso individualmente através de uma haste de aco inoxidavel
em cubas de banho (6 mL), conectados a transdutores isométricos, e contendo
solucéo nutritiva de Krebs sob tensédo de 1 grama. Estes segmentos foram mantidos
a uma temperatura de 37 °C e permaneceram em repouso durante 60 minutos,
sendo a solugéo trocada a cada 15 minutos.
Apods o periodo de estabilizacdo foi induzida uma contracdo com 10°° M de
CCh, e durante o componente tdnico adicionou-se 3 x 104 M de AA para verificar a
integridade do epitélio. O epitélio foi considerado integro quando os anéis de
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traqueia apresentaram relaxamento igual ou superior a 50%. Em relaxamento igual
ou inferior a 10%, os anéis foram considerados sem epitélio funcional. Apds a
lavagem, esperou-se 30 minutos e durante o componente ténico de uma segunda
resposta ao agonista, adicionou-se o EL-MeOHpa em preparacdes diferentes de
maneira cumulativa a cuba (TSCHIRHART et al., 1987).

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao
inicial induzida por CCh. Os valores de CEso foram calculados por regressao nao
linear a partir das curvas concentragces-resposta obtidas para o extrato em anéis
com e sem epitélio funcional.

Apoés o relaxamento maximo produzido pelo EL-MeOHpa, 0 tempo de

reversao era observado.

4.2.2.3 Efeito do EL-MeOHpa frente as contracOes fasicas induzidas por

ocitocina ou por CCh em utero isolado de rata

As ratas foram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (0,1 mg/kg) por
via subcutanea para sincronizacdo hormonal do estro. Decorrido este tempo, 0s
animais foram eutanasiados por anestesia com cetamina 100 mg/kg (i.p.) e xilazina
10 mg/kg (i.p.), seguido por método complementar de exsanguinacdo. Apos a
abertura da cavidade abdominal, foi feita a disseca¢do do utero colocando-o em uma
placa de Petri contendo solucdo nutritiva de Locke Ringer a 32 °C e gaseificados
com carbogénio. Em seguida, os dois cornos uterinos foram separados por meio de
uma incisdo, abertos longitudinalmente, e cada um era suspenso verticalmente em
cubas de banho para érgéos isolados (5 mL).

Estes tecidos foram mantidos sob tenséo de 1 g e permaneciam em
repouso por 40 minutos, tempo necessério para perfeita estabilizacdo da
preparacdo. Durante este periodo a solugdo nutritiva foi trocada a cada 10 minutos.
Apbs o periodo de estabilizagéo, foi induzida uma contragédo isotbnica com 60 mM
de KCI para verificar a funcionalidade do o¢rgdo (Adaptado de REVUELTA;
CANTABRANA; HIDALGO, 1997).

Apés um periodo de 15 minutos duas contracfes fasicas de magnitudes
similares, com intervalo de 15 minutos entre ambas, foram obtidas com 102 Ul/mL
de ocitocina ou com 10° M de CCh. O EL-MeOHra foi incubado em diferentes

concentracbes por 15 minutos em preparacdes diferentes e independentes, e a
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inibicdo da resposta submaxima aos agonistas foi avaliada por comparacdo das
respostas antes (controle) e apds a adicdo do extrato a cuba (REVUELTA,;
CANTABRANA; HIDALGO, 2000). Este efeito foi avaliado por comparacdo das
respostas antes e apés a adicdo do extrato a cuba, sendo sua eficacia expressa
como Emax. Os valores de concentragdo de uma droga que inibe 50% do efeito
méaximo de um agonista (Clso) foram calculados por regressao nao linear.

O tempo de reverséo do efeito tocolitico do EL-MeOHpa era observado apos

a retirada do mesmo na concentragdo maxima utilizada.

4.2.2.4 Efeito do EL-MeOHpa frente as contracOes fasicas induzidas por

histamina ou por CCh em ileo isolado de cobaia

Os cobaias foram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas,
tendo acesso a 4gua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos este periodo,
0s animais foram eutanasiados por anestesia com cetamina 100 mg/kg (i.p.) e
xilazina 10 mg/kg (i.p.), seguido por método de exsanguinacdo. O abddémen foi
aberto e um segmento do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento foi
retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solucdo nutritiva de Krebs
modificado a 37 °C gaseificados com carbogénio.

ApoOs cuidadosa dissecacdo, o segmento do ileo foi seccionado em
fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de
banho, conectados a uma alavanca de inscri¢do frontal por uma linha de algodao, e
essa a cilindros esfumacados de um quimografo. Os 6rgaos foram deixados em
repouso por 30 minutos, tempo necessario para estabilizacdo da preparacéo,
durante este periodo a solucdo nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Ap6s o
periodo de estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para
verificar a funcionalidade do 6rgéo. A preparacao foi lavada e apds 15 minutos duas
contracdes fasicas de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre
ambas, foram obtidas com 10 M de histamina ou de CCh, concentracdo submaxima
que produz cerca de 80% da resposta maxima, e registradas através de uma
alavanca isotbnica de inscricdo frontal acoplada ao cilindro esfumacado de um
quimografo. O EL-MeOHpa foi incubado em diferentes concentra¢des por 15 minutos
em preparagoes diferentes, e na presenca deste, foi induzida uma terceira contracao
utilizando um dos agonistas acima citados (DANIEL; KWAN; JANSSEN, 2001).



Silva, G. R. 2020 Material e métodos | 55

A inibicdo da resposta contratil induzida pelos agonistas foi avaliada por
comparacao das respostas antes (controle) e apos a adicdo do extrato a cuba,
sendo sua eficicia expressa como Emax. Os valores de Clso foram expressos como a
média e 0 e.p.m. (erro padrédo da média) dos valores individuais da Clso obtidos em
cada um dos experimentos e calculados por regressao nao linear.

O tempo de reversao do efeito espasmolitico do EL-MeOHpa era observado

apos a retirada do mesmo na concentracdo méaxima utilizada.

4.2.2.5 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragdes tonicas induzidas por KCI,

por CCh ou por histamina

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, uma contracdo submaxima, registrada através de transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisi¢cao digital, era obtida com 40 mM de
KCI ou por 10® M de CCh ou de histamina, e sobre o componente ténico desta
contragdo o EL-MeOHpa foi adicionado de maneira cumulativa a cuba em
preparacdes diferentes.

O relaxamento produzido pelo extrato foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo produzida pelos agentes contrateis. A poténcia e a eficacia
relaxante do EL-MeOHpa foram calculadas e avaliadas comparando-se os valores da
CEso e do Emax, respectivamente.

Apos o0 relaxamento maximo produzido pelo EL-MeOHpa, 0 tempo de

reversao era observado.

4.2.3 Investigacdo do mecanismo de acdo do EL-MeOHpa em ileo isolado de

cobaia

4.2.3.1 Avaliacdo da participacdo dos canais de calcio dependentes de
voltagem no efeito relaxante produzido pelo EL-MeOHpa

4.2.3.1.1 Efeito do EL-MeOHea frente as contragdes cumulativas induzidas por

CaCl2 em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*
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O ileo foi montado conforme descrito no item 4.2.2.4. Ap6s um periodo de
estabilizacdo do orgdo por 30 minutos, a solucdo de Krebs modificado era
substituida pela solucdo despolarizante (KCI 70 mM) nominalmente sem Ca?*
durante um periodo de 45 minutos. Durante esse tempo, a preparacao foi lavada a
cada 15 minutos. Foram induzidas duas curvas concentracdes-resposta cumulativas
ao CaClz, em seguida, o EL-MeOHpa foi incubado em diferentes concentrages, na
auséncia de CaCl: por 15 minutos e, ap0s esse periodo, uma terceira curva
concentragéo-resposta cumulativa ao CaClz era obtida na presenca do EL-MeOHpa
(VAN ROSSUM, 1963).

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta
contrétil na presenca do extrato com aquela obtida pela amplitude média das curvas
controle. O efeito inibitério do EL-MeOHpa foi avaliado com base na analise dos
valores de CEso e do Emax do CaClz calculados a partir das curvas concentragdes-

resposta, na auséncia (controle) e na presenca do EL-MeOHpa.

4.2.3.1.2 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tdnicas induzidas pelo
S-(-)-Bay K8644

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Apés estabilizacédo por 30
minutos em solucdo de Krebs modificado, o ileo era parcialmente despolarizado pela
adicao de 15 mM de KCI por 10 minutos e, entdo, era induzida uma contracdo com
3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644, um agonista seletivo dos Cav (FERRANTE et al.,
1989), ao abrigo da luz. Durante a fase tonica dessa contracdo, o EL-MeOHpa foi
adicionado de maneira cumulativa. O relaxamento foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644 e o valor de CEso foi

calculado por regresséo nao linear.

4.2.3.2 Avaliacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante

promovido pelo EL-MeOHpa

4.2.3.2.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tdnicas induzidas por

histamina na presenca de cloreto de césio
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O ileo foi retirado e montado segundo o descrito no item 4.2.2.4. ApGs o
periodo de estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para
verificar a funcionalidade do 6rgéo. A preparacéo foi lavada e, apés 15 minutos, foi
adicionado a cuba 5 mM de CsCl, um bloqueador ndo seletivo dos canais de K*
(CECCHI et al.,, 1987; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996), ap6s 20 minutos na
presenca do blogueador foi induzida uma contragédo com 10 M de histamina e sob o
componente ténico dessa contracao o extrato foi adicionado de maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo EL-MeOHpa foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de Emax
e de CEso do extrato foram calculados a partir das curvas concentracdes-resposta na
presenca do blogueador e comparados com o0s valores de Emax € CEso do EL-
MeOHpa na auséncia do bloqueador.

4.2.3.3 Avaliacdo do envolvimento da via adrenérgica no efeito relaxante

produzido por EL-MeOHpa

4.2.3.3.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragcbes tdnicas induzidas por

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

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Apdés o periodo de
estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgado. A preparacao era lavada e, apos 15 minutos, foi adicionado
a cuba 5 pM de (S)-(-)-propranolol, um antagonista dos receptores adrenérgicos-3, e
apos 20 minutos, uma contracédo foi induzida com 10® M de histamina e sobre o
componente tonico foi adicionado o EL-MeOHpa de maneira cumulativa (BAUER,
1982).

O relaxamento produzido pelo EL-MeOHpa foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de Emax
e CEso do extrato foram calculados a partir das curvas concentragoes-resposta na
presenca do antagonista e comparados com seus valores na auséncia do

antagonista.
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4.2.3.3.2 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragcbes tdnicas induzidas por

histamina na auséncia e na presenca de ioimbina

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Ap06s o periodo de
estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgao. A preparacao foi lavada e, apés 15 minutos, era adicionado
a cuba 1,3 pM de ioimbina, um antagonista dos receptores
adrenérgicos-a, e apdés 20 minutos, uma contracdo foi induzida com 10° M de
histamina e sobre o componente tdnico foi adicionado o EL-MeOHpa de maneira
cumulativa (FARGBEMI; SALAKO, 1982).

O relaxamento produzido pelo EL-MeOHpa foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de CEso

do extrato foram calculados como descrito anteriormente.

4.2.3.4 Avaliacdo do envolvimento da via do 6xido nitrico no efeito relaxante

promovido pelo EL-MeOHpa

4.2.3.4.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contracbes tdnicas induzidas por

histamina na auséncia e na presenca de L-NAME

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgao. A preparacao foi lavada e, apés 15 minutos, era adicionado
a cuba 10“* M de L-NAME, inibidor nédo seletivo de sintase do 6xido nitrico (NOS)
(HOLZER et al., 1997), e ap6s 20 minutos foi induzida uma contragdo com 10 M de
histamina e sobre o componente tbnico dessa contracao o extrato era adicionado de
maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo EL-MeOHpa foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de Emax
e CEso do extrato foram calculados a partir das curvas concentragcfes-resposta na

presenca do inibidor e comparados com seus valores na auséncia do inibidor.
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4.2.3.5 Avaliacao do envolvimento da via da ciclo-oxigenase no efeito relaxante

promovido por EL-MeOHpa

4.2.3.5.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tonicas induzidas por

histamina na auséncia e na presenca de indometacina

O ileo foi montado como descrito no item 4.2.2.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, foi induzida uma contracdo com 40 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgéo. A preparacéo foi lavada e, apdés 15 minutos, foi adicionado
a cuba 10 pM de indometacina, um inibidor da ciclo-oxigenase (MAGALHAES;
LAHLOU; LEAL-CARDOSO, 2004) e apés 20 minutos foi induzida uma contracéo
com 10 M de histamina e sobre o componente tonico foi adicionado o extrato de
maneira cumulativa.

O relaxamento produzido pelo EL-MeOHpa foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de Emax
e CEso do extrato foram calculados a partir das curvas concentragbes-resposta na

presenca e na auséncia do inibidor.

4.2.3.6 Avaliacdo do efeito do EL-MeOHpa sobre a camada circular do ileo de

cobaia

4.2.3.6.1 Efeito do EL-MeOHpra frente as contragcOes fasicas induzidas por

histamina na camada circular

O ileo foi retirado com descrito no item 4.2.2.4. Para obtencdo da camada
circular, a camada mucosa foi removida mecanicamente através do atrito com
algodao embebido em solucéo de Krebs modificado, na parede interna do 6rgao. Um
segmento do ileo em forma de anel com cerca de 5 mm era entdo isolado e
suspenso, com a ajuda de hastes de aco inoxidavel, em transdutores de forca
isométrica acoplados a um sistema de aquisicdo digital. A solucdo do banho foi
trocada a cada 15 minutos, permanecendo o 6rgdo em repouso por 120 minutos
para completa estabilizacdo da preparagdo (adaptado de CHENG, SHINOKUZA,
1987). Apés o periodo de estabilizacdo, duas contragbes fasicas de magnitudes

similares, com intervalo de 15 minutos entre ambas, foram obtidas com 10 M de
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histamina, concentracdo submaxima que produz cerca de 80% da resposta maxima
e registradas através de um sistema de aquisicao digital. O EL-MeOHpa foi incubado
em varias concentracdes, individualmente por 15 minutos em preparacdes diferentes
e na presenca deste foi induzida uma terceira contracdo com histamina.

A inibicdo da resposta submaxima da histamina foi avaliada por comparacéo
das respostas antes (controle) e apés a adicdo do extrato a cuba. Os valores da Clso

para o EL-MeOHpa foram calculados por regresséo nao linear.

4.3 Analise 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 CEso foram calculados por regressao néao
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)).



5 Resultados
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5.1 Triagem farmacoldgica preliminar

5.1.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragdes tbnicas induzidas por FEN em

aorta isolada de rato

O EL-MeOHpa (1-2187 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo a aorta de rato pré-contraida com 3 x 107 M de FEN, sendo mais
eficaz e potente em relaxar a aorta na auséncia (Emax = 96,0 + 5,4% e CEso = 210,5
+ 22,5 pg/mL) do que na presenca (Emax = 108,6 + 0,6% e CEso =382,0 £ 52,6
Mg/mL) de endotélio funcional (Figura 8, Grafico 1 e Tabela 1).

O tempo meédio para que o EL-MeOHpa alcangasse o seu efeito relaxante
maximo total era cerca de 2 horas, tanto na presenca quanto na auséncia de
endotélio funcional.

A responsividade da aorta a fenilefrina na presenca e na auséncia de
endotélio funcional foi restaurada em 80,5 + 12,0 e 69,9 + 10,4%, respectivamente,

em 2 horas apos a retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Figura 8 — Registros originais representativos do efeito vasorrelaxante do EL-MeOHpa em

aorta isolada de rato pré-contraida com 3 x 107 M de FEN na presenca (A) e na auséncia
(B) de endotélio funcional.
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Fl\N FEN
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentrages de

1-2187 e 1-729 ug/mL na presenca (A) e na auséncia (B) de endotélio, respectivamente.
FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 1 — Efeito vasorrelaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tdnicas induzidas por
3x107 M de FEN na presenca (®) e na auséncia (O) de endotélio funcional em aorta
isolada de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2019.

5.1.2 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragfes tonicas induzidas por CCh em
traqueia isolada de rato

O EL-MeOHpa (0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 pg/mL, n = 5) relaxou a
traqueia de rato pré-contraida com 10° M de CCh de maneira dependente de
concentracdo e com mesma eficacia, sendo mais potente em relaxar a traqueia na
presenca (Emax = 102,1 + 1,2% e CEso = 139,4 + 17,4 pug/mL) do que na auséncia
(Emax = 92,3 £ 8,9% e CEso =255,9 + 32,0 ug/mL) de epitélio funcional (Figura 9,
Grafico 2 e Tabela 1).

O tempo médio para que o EL-MeOHpa alcancasse o0 seu efeito relaxante
maximo total era cerca de 2,5 horas na auséncia e 3,5 horas na presenca de epitélio
funcional.

A responsividade da traqueia ao CCh na presenca de epitélio funcional, foi
totalmente restaurada em 1 hora. Ja na auséncia de epitélio, foi restaurada em
60,5 + 5,5%, em 2 horas apoés a retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Figura 9 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa em
traqueia isolada de rato pré-contraida com 10°M de CCh na presenga (A) e na auséncia (B)
de epitélio funcional.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,1-729 ug/mL. CCh = carbacol, AA = 4cido araquiddnico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 2 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracfes tbnicas induzidas por
10° M de CCh na presenca (M) e na auséncia ((J) de epitélio funcional em traqueia isolada
de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.1.3 Efeito do EL-MeOHpra frente as contracdes fasicas induzidas por ocitocina

ou por CCh em utero isolado de rata

O EL-MeOHpa (27; 81; 243; 729 e 2187 ug/mL, n = 5) antagonizou de
maneira dependente de concentracao e equipotente as contracdes fasicas induzidas
tanto por 102 Ul/mL de ocitocina (Emax = 100% e Clso = 280,8 + 44,9 ug/mL), como
por 10° M de CCh (Emax=93,6 + 2,2% e Clso = 253,8 + 54,6 ug/mL) (Gréfico 3 e
Tabela 1).

A responsividade do utero a ocitocina e ao CCh foi restaurada em
82,4+6,7% em 1 hora e 100% em 35,0 £ 3,2 minutos, respectivamente, apds a
retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Gréfico 3 — Efeito do EL-MeOHp, frente as contracgdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) ou por 10° M de CCh (B) em utero isolado de rata.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n =5).
*p < 0,05 (Controle vs EL-MeOHpa).

Fonte: Autor, 2020.
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5.1.4 Efeito do EL-MeOHpa frente as contra¢cdes fasicas induzidas por CCh e

por histamina em ileo isolado de cobaia

O EL-MeOHpa (27; 81; 243 e 729 pg/mL, n = 5) antagonizou de maneira
dependente de concentracdo as contracdes fasicas induzidas tanto por 10 M de
CCh (Emax = 97,1 + 2,8% e Cls0=197,9 £23,8 pg/mL) como de histamina
(Emax = 100% e Clso = 124,8 + 18,1 pg/mL) (Grafico 4 e Tabela 1), sendo cerca de
1,5 vezes mais potente frente a histamina.

A responsividade do ileo a histamina e ao CCh foi restaurada em 33,8 £ 7,2

e 82,5 + 7,5 minutos apos a retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Gréfico 4 — Efeito do EL-MeOHp, frente as contragées fasicas induzidas por 10© M de CCh
(A) ou de histamina (B) em ileo isolado de cobaia.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
*p < 0,05 (Controle vs EL-MeOHpa).

Fonte: Autor, 2020.
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5.1.4.1 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragcdes ténicas induzidas por KClI,

por CCh ou por histamina

O EL-MeOHepra (0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 pug/mL, n = 5) também relaxou
de maneira equipotente e dependente de concentracdo o ileo de cobaia
pré-contraido com 40 mM de KCI (Emax = 105,3 + 6,8% e CEso = 53,5 = 5,7 pg/mL),
com 10® M de CCh (Emax = 104,3 + 0,9% e CEso = 49,6 + 7,2 ug/mL) ou de histamina
(Emax = 107,9 £ 3,5% e CEso = 36,0 £ 5,2 ug/mL) (Figura 10, Grafico 5 e Tabela 1).

O tempo meédio para que o EL-MeOHpa alcangasse o seu efeito relaxante
maximo total era cerca de 2 horas para o KCI e histamina e de 1 hora para o CCh.

A responsividade do ileo ao KCI, ao CCh e a histamina foi restaurada em
60,5+ 7,5; 73,0 + 12,5 e 83,6 + 7,8%, respectivamente, em até 2 horas apés a
retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Figura 10 — Reqgistros originais representativos do efeito do EL-MeOHpa sobre as
contracdes tbnicas induzidas por KCI (A), por CCh (B) e por histamina (C) em ileo isolado
de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL (A, B e C). KCI = cloreto de potassio, CCh = carbacol, Hist = histamina,
L = lavagem.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 5 — Efeito do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por 40 mM de
KCI (A), por 10 M de CCh (A) e por 10° M de histamina (#) em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 1 — Valores de CEso/Clsg (ug/mL) do EL-MeOHpa em Orgdos tonicos e fasicos
induzidos por vérios agentes contrateis.

Orgao Agente contratil Contragao CEs0/Clso (ng/mL)

Aorta integra Fenilefrina Tbnica 382,0+£52,6
Aorta desnuda- Fenilefrina Tbnica 210,56 + 22,52
Traqueia integra Carbacol Tbnica 139,4 + 17 ,4b
Traqueia desnuda Carbacol Tbnica 2559+ 32,0
Utero Ocitocina Fasica 280,8 + 44,9
Utero Carbacol Fasica 253,8 + 54,6
fleo Histamina Fasica 124,8 + 18,1°¢

fleo Carbacol Fasica 197,9 + 23,8

fleo KCI Ténica 53,5+ 5,74

fleo Carbacol Ténica 49,6 + 7,29

fleo Histamina Tonica 36,0 + 5,24

3p < 0,05 (aorta integra vs. desnuda); °p < 0,05 (traqueia integra vs. desnuda); °p < 0,05
(fasica de ileo histamina vs carbacol.); 9p < 0,05 (tbnicas de ileo vs. demais situacdes).

Fonte: Autor, 2020.



Silva, G. R. 2020 Resultados | 73

5.2 Investigacdo do mecanismo de acdo do EL-MeOHpa em ileo isolado de
cobaia

5.2.1 Efeito do EL-MeOHpa frente as contragdes cumulativas induzidas por

CaClz2 em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*

O EL-MeOHpa (27, 81 e 243 pg/mL, n = 5) inibiu as contra¢cdes cumulativas
induzidas por concentracfes crescentes de CaCl: de forma dependente de
concentracéo, tendo a curva desviada para a direita e com redu¢ao do Emax de 100%
(controle) para 86,9 + 6,9; 64,2 + 6,0 e 0,0%, respectivamente (Gréfico 6).

Os valores de CEso do CaClz passaram de 1,4 = 0,1 x 10> M (controle) para
2,2 + 0,2x 102M, 5,8 + 1,0 x 10° M e ND, na presenca do EL-MeOHpa nas
concentracOes de 27, 81 e 243 pg/mL, respectivamente.
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Grafico 6 — Efeito inibitério do EL-MeOHpa frente as contragbes induzidas por CaCl, em
meio despolarizante nominalmente sem Ca?* na auséncia (A) e na presenca do

EL-MeOHpa nas concentragdes de 27 (A), 81 (#) e 243 (0) ug/mL em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.2 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragdes tdnicas induzidas pelo

S-(-)-Bay K8644

O extrato (0,3-729 ug/mL, n = 5) relaxou o ileo de cobaia pré-contraido com
3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (Emax = 105,7 + 3,3% e CEso = 83,2 £+ 6,4 ug/mL), um
agonista dos Cavl, em meio parcialmente despolarizado com 15 mM de KCI. Nao foi
observada reducdo da poténcia relaxante quando comparado ao seu efeito sobre a
contracdo induzida por 40 mM de KClI (Emax=1053%+6,8% e
CEs0 =53,5 £ 5,7 ug/mL) (Figura 11 e Grafico 7).
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Figura 11 — Registros representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa em ileo de cobaia
pré-contraido com 40 mM de KCI (A) e com 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 parcialmente
despolarizado com 15 mM de KCI (B).
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As setas para baixo representam as concentragcbes cumulativas do EL-MeOHpa nas
concentracdes de 0,3-729 pg/mL. KCI = cloreto de potassio

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 7 — Efeito do EL-MeOHpa sobre as contrag¢des tdnicas induzidas por 40 mM de KCI
(A) e por 3x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (V) em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.3 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tOnicas induzidas por

histamina na auséncia e na presenca de cloreto de césio

A curva controle de relaxamento (Emax= 1079 + 35% e
CEso = 36,0 £ 5,2 ug/mL, n = 5) do EL-MeOHpa (0,3-729 pg/mL) n&o foi deslocada
na presenca de 5 mM de CsCl, um bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio
(Emax = 95,2 £ 4,6% e CEso = 34,8 £ 6,8 uyg/mL, n = 5) (Figura 12 e Grafico 8).



Silva, G. R. 2020 Resultados | 77

Figura 12 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHepa sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 10® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
5 mM de CsCl em ileo isolado de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHea nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL. CsClI = cloreto de césio, Hist = histamina

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 8 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por
histamina na auséncia (A) e na presenca (®) de CsCl em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.4 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tonicas induzidas por

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

A curva  controle de relaxamento (Emax = 107,9 £ 3,5% e
CEso= 36,0 £ 5,2 yg/mL) do EL-MeOHpa (0,3-729 pg/mL, n =5) nado foi deslocada
na presenca de 5puM de (S)-(-)-propranolol, um antagonista dos receptores
adrenérgicos B (Emax = 106,6 £ 2,9% e CEso = 46,4+ 6,6 ug/mL, n = 5) (Figura 13 e
Grafico 9).
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Figura 13 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 10® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
5 UM de (S)-(-)-propranolol em ileo isolado de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL. Prop = (S)-(-)-propranolol, Hist = histamina.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 9 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por

histamina na auséncia (A) e na presenca (V) de (S)-(-)-propranolol em ileo isolado de
cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

525 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contra¢cbes tbnicas induzidas por
histamina na auséncia e na presenca de ioimbina

A curva controle de relaxamento (Emax=107,9 +35% e
CEs0 =36,0 £ 5,2 ug/mL) do EL-MeOHpa (0,3-729 pg/mL, n =5) ndo foi deslocada
na presenca de 1,3 pM de ioimbina, um antagonista dos receptores adrenérgicos a
(Emax = 102,3 £ 5,3% e CEso = 25,7 £ 1,7 yg/mL, n = 5) (Figura 14 e Grafico 10).
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Figura 14 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 10® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
1,3 UM de ioimbina em ileo isolado de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL. loim = ioimbina, Hist = histamina.

Fonte: Autor, 2020.



Silva, G. R. 2020 Resultados | 82

Gréfico 10 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por
histamina na auséncia (A) e na presenca () de ioimbina em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.6 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragbes tOnicas induzidas por
histamina na auséncia e na presenca de L-NAME

A curva controle de relaxamento (CEso = 36,0 £ 5,2 pg/mL) do EL-MeOHpa
(0,3-729 ug/mL, n =5) ndo foi deslocada na presenca de 10* M de L-NAME, um
inibidor ndo seletivo de NOS (CEso = 24,0 £ 3,8 pg/mL, n = 5). O Emax foi atingido na
concentracdo de 729 ug/mL, na auséncia (Emax =107,9 £ 3,5%) e na presenca
(Emax = 108,5 * 4,3%) do inibidor, respectivamente (Figura 15 e Grafico 11).
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Figura 15 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 10® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
10* M de L-NAME em ileo isolado de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL. Hist = histamina.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 11 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por
histamina na auséncia (A) e na presenca (M) de L-NAME em ileo isolado de cobaia.

a1 N
9

Relaxamento (%)
\‘
T

100+

125-

-1 0 1 2 3
log [EL-MeOH] ug/mL

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.7 Efeito do EL-MeOHpa sobre as contragBes tdnicas induzidas por

histamina na auséncia e na presenca de indometacina

A curva controle de relaxamento (Emax=107,9 +35% e
CEso = 36,0 = 52 pg/mL) do EL-MeOHpa (0,3-729 ug/mL, n=5)
ndo foi deslocada na presenca de 10 M de indometacina, um inibidor ndo seletivo
das ciclo-oxigenases (Emax = 107,1 + 1,6% e CEso = 29,0 + 4,0 ug/mL, n = 5) (Figura
16 e Gréfico 12).
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Figura 16 — Registros originais representativos do efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 10® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de
10 uM de indometacina em ileo isolado de cobaia.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do EL-MeOHpa nas concentragdes de
0,3-729 pg/mL. Indo = indometacina, Hist = histamina.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 12 — Efeito relaxante do EL-MeOHpa sobre as contracdes tbnicas induzidas por
histamina na auséncia (A) e na presenca (A ) de indometacina em ileo isolado de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Autor, 2020.

5.2.8 Efeito do EL-MeOHpa frente as contragcbes fasicas induzidas por
histamina na camada circular

O EL-MeOHpa (27-243 pg/mL, n = 5) inibiu de maneira dependente de
concentracdo as contracdes fasicas induzidas por 10> M de histamina na camada
circular do ileo isolado de cobaia (Clso = 86,9 + 3,0 ug/mL) (Figura 17 e Grafico 13).
O valor de Emax de 100% do extrato foi atingido na concentragao de 243 pg/mL.

A responsividade do ileo a histamina foi 100% restaurada, em
24,0 = 3,7 min ap0s a retirada do EL-MeOHpa da cuba.
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Figura 17 — Registros representativos do efeito inibitério do EL-MeOHpa frente as
contragdes fasicas induzidas por 10° M de histamina na camada circular do ileo de cobaia.
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EL-MeOHpa nas concentracdes de 27 (A); 81 (B) e 243 (C) ug/mL. Hist = histamina.

Fonte: Autor, 2020.
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Gréfico 13 — Efeito do EL-MeOHp, frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de
histamina na camada circular do ileo isolado de cobaia.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
*p < 0,05 (Controle vs. EL-MeOHp,).

Fonte: Autor, 2020.
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Neste trabalho, foi realizada a investigacdo de uma possivel atividade
espasmolitica do extrato metandlico bruto obtido de Evolvulus linarioides
(EL-MeOHpa) e do seu possivel mecanismo de agdo em ileo isolado de cobaia. Os
resultados demonstraram que o EL-MeOHpa possui atividade nao seletiva nos
orgaos testados, sendo mais potente em ileo isolado de cobaia, onde age inibindo
tanto o influxo de Ca? via Cavl como a mobilizacdo de Ca?' pelos estoques
intracelulares. Tudo isso culmina numa diminuicdo da [Ca?]c e, consequente,
relaxamento da musculatura lisa intestinal.

Baseado no fato de que h& descricbes do uso etnofarmacoldgico de
espécies pertencentes ao género Evolvulus para o tratamento de desordens do
musculo liso, por exemplo, Evolvulus alsinoides como antiasmético, antidiarreico e
antiespasmoddico (CERVENKA et al., 2008; SINGH, 2008; INDHUMOL et al., 2013;
PEREIRA, 2016; KHAN et al., 2019), além dos relatos de atividades espasmoliticas
de varias espécies da familia Convolvulaceae, entre elas para Ipomoea imperati
(PAULA; HAYASHI; FREITAS, 2003), Ipomoea cairica e Ipomoea stans
(PERUSQUIA et al, 1995; MEIRA et al, 2012) e Ipomoea pes-caprae
(PONGPRAYOON et al., 1992; MART-NEZ-PEREZ et al., 2018) e Evolvulus
alsinoides (KHAN et al.,, 2019), decidiu-se avaliar uma possivel atividade
espasmolitica do EL-MeOHpa em aorta e traqueia de rato, utero de rata e ileo de
cobaia.

A perfeita funcionalidade do musculo liso é necessaria para diversos
processos fisiolégicos no nosso organismo. Tendo em vista que as células
musculares lisas revestem as paredes de diversos 6rgaos, qualquer desordem que
acometa esse musculo pode resultar no desenvolvimento de distirbios que afetam
diretamente a homeostase do corpo humano, entre eles, hipertensao arterial, asma,
célicas uterinas e intestinais, e diarreia (SOMLYO; SOMLYO, 1994; STOTT; JEPPS;
GREENWOOD, 2014; BROZOVICH et al., 2016).

A constricdo funcional da musculatura lisa & apontada como um dos
principais mecanismos envolvidos na hipertensdo arterial. A hipertrofia da parede
vascular eleva a resisténcia vascular periférica resultando em um aumento na
contratilidade da musculatura lisa dos vasos (NOBRE et al., 2013).

A hipertensédo arterial € um problema que acomete pessoas em todo o
mundo. Estima-se que cerca de 600 milhdes de pessoas apresentem o disturbio,

com uma taxa de crescimento global de 60% dos casos até 2025, e de 7,1 milhdes
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de mortes anualmente (WORLD, 2010; MALTA et al.,, 2018). Niveis elevados de
pressdo arterial elevam as chances de desenvolvimento de doenca arterial
coronariana, insuficiéncia cardiaca, doenca vascular encefalica, acidente vascular
cerebral, insuficiéncia renal crénica e, portanto, ha significativa morbimortalidade
relacionada a essa doenca (CHOBANIAN et al., 2003; MALACHIAS et al., 2016).

A participacdo do endotélio no tdnus vascular foi evidenciada por meio de
um estudo onde observaram que o relaxamento induzido por acetilcolina era
dependente da integridade da célula endotelial. Quando a acetilcolina interagia com
a célula endotelial, liberava uma substancia que se difundia para o musculo liso
vascular, levando ao relaxamento, a qual foi denominada fator relaxante derivado do
endotélio (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; COLACO, 2010). Atualmente, se
conhecem outros fatores como: o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl2), peptidio
natriurético C e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio, que podem ser
metabdlitos do acido araquidbnico, derivados da enzima do citocromo P450,
endocanabinoides, entre outros. Diante disso, substancias que desempenhem acao
reguladora sobre o tbnus basal ou que relaxem a musculatura lisa dos vasos podem
ser candidatos a futuros farmacos com utilizacdo terapéutica (CARVALHO, 2003;
COLACO, 2010).

Na avaliacdo de uma possivel atividade espasmolitica em aorta isolada de
rato, observou-se que o EL-MeOHpa relaxou o érgao pré-contraido com fenilefrina
(Grafico 1) de maneira dependente de concentracdo, contudo foi mais potente em
relaxar a aorta na auséncia (CEso =210,5 + 22,5 pg/mL) do que na presenca de
endotélio funcional (CEso = 382,0 + 52,6 pg/mL), sugerindo que o mecanismo de
acdo do EL-MeOHpa para promover o seu efeito vasorrelaxante ocorra em nivel de
células do musculo liso vascular e ndo no endotélio.

Outra doenca que atinge a populacdo mundial € a asma, e se caracteriza por
um processo inflamatério crbénico, onde ha hiperresponsividade bronquica e
limitacdo do fluxo de ar das vias aéreas (MASOLI et al.,, 2004). Nas vias aéreas,
estdo presentes as ceélulas epiteliais que sdo responsaveis por modular o ténus
basal e a reatividade do musculo liso através da liberacdo de fatores relaxantes
derivados do epitélio (HASHIBA et al., 1999), como o NO (NIJKAMP, 1993) e as
prostaglandinas, sendo a prostaciclina a mais importante neste 6rgao (FARMER et
al., 1987). Mediadores broncoconstrictores como a histamina e a ACh, sé&o liberados
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de forma exacerbada quando em condi¢Bes patolégicas, como na asma broénquica
(GROSS, 1988).

Estima-se que cerca de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo sejam
acometidas por asma (LAMBRECHT; HAMMAD, 2015). Nos ultimos anos, a
prevaléncia e a incidéncia dessa doenca tém crescido em grandes proporc¢des, nao
somente devido a influéncia genética, mas principalmente devido a um grande
namero de fatores de risco ambientais e de estilo de vida adotados pela sociedade
(NUNES; PEREIRA; ALMEIDA, 2017). Dessa forma, substéncias que atuem
relaxando o musculo liso das vias aéreas podem ser importantes no combate a
asma.

A investigacdo do efeito espasmolitico do EL-MeOHpa em traqueia isolada
de rato (Grafico 2) revelou uma atividade relaxante dependente de concentracao,
contudo o extrato foi mais potente em relaxar a traqueia de rato na presenca
(CEso =139,4 = 17,4 pg/mL) do que na auséncia (CEso = 255,9 + 32,0 pg/mL) de
epitélio funcional, sugerindo uma possivel participacdo dos fatores relaxantes
derivados do epitélio no efeito relaxante do EL-MeOHpa nesse 6rgdo. Estudos com a
espécie Operculina turpethum, também pertencente a familia Convolvulaceae,
apresentaram atividade espasmolitica de maneira dependente de concentracdo em
tragqueia isolada de rato, resultado similar ao expresso neste trabalho (SHAREEF et
al., 2014).

Buscando-se avaliar um possivel efeito tocolitico, investigou-se a acdo do
extrato sobre a musculatura lisa uterina. A parede uterina € constituida por trés
camadas: perimétrio, miométrio e endométrio. A mais externa é denominada
perimétrio e é responsavel pelo revestimento epitelial do 6rgdo. A camada
intermediaria e mais espessa € o miométrio, que sao feixes entrelacados de fibras
musculares lisas envolvidas em tecido conjuntivo. O crescimento e alongamento
dessa camada durante o periodo gravidico favorece um ambiente protetor para o
feto, além de atuar no processo de contracdo durante o trabalho de parto. O
endométrio € a camada mais interna formada por um revestimento epitelial e um
tecido conjuntivo (estroma endometrial) (JACOB; FRANCONE; LOSSOW, 1990;
GRUBER; O’'BRIEN, 2011; RIBEIRO, 2013).

Diversos problemas como abortos, partos prematuros, hemorragias e colicas
uterinas estdo relacionados a uma desregulacdo da contratilidade desse musculo
(WORD, 1995; WRAY et al, 2001; SHMYGOL, WRAY, 2004). Com isso,
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substancias que agem desencadeando um efeito tocolitico no musculo liso uterino
podem ser utilizadas para o tratamento de desordens que afetam este 6rgao.

Dessa forma, foi observado que o EL-MeOHpa inibiu de maneira equipotente
as contracbes fasicas induzidas tanto por ocitocina (Clso =280,8 + 44,9 pg/mL)
quanto por CCh (Clso = 253,8 + 54,6 ug/mL) (Gréfico 3), sugerindo que o extrato ndo
esta agindo em nivel de receptores (OT e Ms), mas sim em um passo comum na via
de sinalizacao desses dois agonistas contrateis.

Através do musculo liso intestinal € possivel realizar o estudo de
mecanismos de acdo de substancias que possam vir a ser utilizadas no tratamento
de processos fisiopatoldgicos, como constipacao, diarreia e célicas intestinais (KIM
et al., 2008). A diarreia € um sintoma comum a uma grande diversidade de doencas
gastrintestinais, devido a isso se tornou um importante desafio a satde publica em
regides subdesenvolvidas do mundo (SURAWICZ, 2010). A etiologia esta
relacionada a virus, bactérias, parasitas, intoxicacdo alimentar ou medicamentos
(ESTRADA-SOTO et al.,, 2007). Um aumento da motilidade intestinal e/ou da
secrecdo da mucosa gastrintestinal aumenta a fluidez das fezes, caracterizando o
processo diarreico (GURGEL, 2000).

Diversos disturbios do musculo liso no trato gastrintestinal ja foram descritos
em estudos utilizando ileo e duodeno de rato (IRIE et al.,, 1991; MORADI et al.,
2013), duodeno de cachorro (TODA; BABA; OKAMURA, 1990) e jejuno e eso6fago
humano (ZHANG; PATERSON, 2001; ZYROMSKI et al., 2001), e o tratamento tem
sido relacionado a diminuicdo das concentracdes intracelulares de célcio. Devido a
isso, frequentemente tem-se estudado os efeitos miorelaxantes de plantas
medicinais como uma alternativa aos medicamentos de alto custo utilizados no
tratamento dessas doencas (CHOKRI et al., 2010; ALl et al., 2014).

Investigando-se uma possivel atividade espasmolitica do EL-MeOHpa em
ileo isolado de cobaia (Gréfico 4), foi evidenciado que o extrato inibiu as contracdes
fasicas de maneira dependente de concentracdo, sendo apenas aproximadamente
1,5 vezes mais potente em antagonizar as contragdes induzidas por histamina
(Clso =124,8 £ 18,1 uyg/mL) do que por CCh (Clso=197,9 £23,8 pg/mL). Essa
pequena alteracdo na poténcia relaxante, sugere que o extrato esteja agindo em um
passo comum na vida de sinalizacdo desses dois agonistas contrateis, e ndo em

nivel de receptor histaminérgico.
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Resultados semelhantes foram observados para a espécie da familia
Convolvulaceae Argyreia speciosa, que apresentou efeito espasmolitico em Utero de
rata e ileo de cobaia (BHAKUNI et al., 1990; GALANI; PATEL; PATEL, 2010).

Diante dos resultados da triagem preliminar farmacol6gica em musculos
lisos tonicos e fasicos, na qual o EL-MeOHpa se mostrou mais potente em traqueia
de rato e em ileo de cobaia do que em aorta de rato e utero de rata, decidiu-se
avaliar o efeito relaxante do extrato também sobre as contra¢gfes tdnicas induzidas
por carbacol em ileo de cobaia, assim como foi avaliado em traqueia de rato, para a
partir dai, elegermos um 6rgao para prosseguir com o seu estudo de mecanismo de
acao.

Tendo em vista que o ileo € um 6rgdo que apresenta uma contracao
bifasica, ou seja, possui uma contracao rapida e transiente (fasica), seguida por uma
contracdo sustentada que acontece mais lentamente (ténica) (ABDEL-LATIF, 1989;
BOLTON, 1979), comparou-se o efeito do extrato frente as contracdes fasicas
(Grafico 4) com seu efeito observado sobre as contracdes tonicas.

Com isso, foi possivel observar que o EL-MeOHpa relaxou de maneira
equipotente e dependente de concentracdo o ileo de cobaia pré-contraido tanto com
KCI (CEso = 53,5 + 5,7 pg/mL), como o CCh (CEso = 49,6 £ 7,2 pg/mL) e a histamina
(CEs0 = 36,0 £ 5,2 pg/mL) (Gréfico 5). A partir desses resultados, comparou-se 0
efeito relaxante do extrato sobre as contragbes tonicas induzidas por CCh em
traqueia de rato e ileo de cobaia, constatando-se uma poténcia cerca de 3 vezes
maior em ileo de cobaia. Dessa forma, optou-se por seguir com a investigacédo do
mecanismo de acdo em ileo isolado de cobaia.

Tendo em vista que, sobre as contracdes tdnicas, o extrato relaxou o ileo de
cobaia de maneira equipotente quando pré-contraido com KCI, CCh e histamina,
pode-se sugerir que o EL-MeOHpa age em um passo comum na via desses agentes
contrateis. Com isso, levantou-se a hipétese de que o extrato estaria inibindo o
influxo de calcio através dos Cav. Para tal, foram induzidas curvas cumulativas
concentracdes-resposta ao CaClo em meio despolarizante (alto K*) nominalmente
sem Ca?*, na presenca e na auséncia das diferentes concentracdes do EL-MeOHpa.

Devido a despolarizagdo causada pela alta [K*]e, ocorre a abertura dos Cav,
permitindo o influxo de Ca?*, levando ao processo de contracdo, principalmente pelo
Ca?* oriundo do meio extracelular (REMBOLD, 1996). Neste protocolo, observou-se

que as curvas controle cumulativas ao CaCl2 na presenca do EL-MeOHpa foram
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deslocadas para a direita de forma néo paralela, com reducéo do Emax € da poténcia
contratil do CaCl. (Gréafico 6). Isto sugere uma inibicdo do influxo de Ca?* através
dos Cav no efeito espamolitico promovido pelo EL-MeOHpa em ileo isolado de
cobaia.

Resultados semelhantes foram observados por Gilani et al. (2008) com o
B-sitosterol (um dos compostos isolados desse extrato) no musculo liso das vias
urinéria, aérea e do trato gastrintestinal, constatando um possivel bloqueio dos Cav..

A familia de canais de calcio dependentes de voltagem (Cav) serve como
principal transdutor das alteracdes de potenciais da membrana da superficie celular
em transientes locais intracelulares de calcio que iniciam diferentes eventos
fisiologicos. Eles medeiam o influxo de calcio em resposta a despolarizacdo da
membrana e regulam processos intracelulares, como propagacdo do potencial de
acao, contracdo, secrecao, neurotransmissao e expressao génica em muitos tipos
diferentes de células Existem dez membros da familia de Cav que foram
caracterizados em mamiferos, e eles desempenham papéis distintos na transducéo
de sinal celular (CATTERALL 2011; CATTERALL et al., 2019).

Os Cav formam complexos hetero-oligoméricos. A subunidade a1l é
formadora de poros e fornece o local de ligacdo para praticamente todos os
agonistas e antagonistas. As 10 subunidades a1 clonadas podem ser agrupadas em
trés familias: Cavl, os canais sensiveis a di-hidropiridina ativados em alta tenséo
(tipo L ou Cavl.l, 1.2, 1.3 e 1.4); Cav2, os canais insensiveis a di-hidropiridina
ativados em alta tensédo (Cav2.1, 2.2 e 2.3); e Cav3, 0s canais ativados a baixa
tensdo (tipo T, Cav3.1, 3.2 e 3.3). Cada subunidade a1 possui quatro repeticdes
homodlogas (I-1V), cada repeticdo tendo seis dominios transmembranares e uma
regido formadora de poros entre os dominios transmembranares S5 e S6. O Gating
parece estar associado ao segmento S4, e contém cargas positivas altamente
conservadas (CATTERALL et al., 2019).

Apesar de ja ser relatado a presenca dos subtipos Cav3.1 e 3.2 no musculo
liso, € bem descrito que os Cavl.2 séo os principais canais de calcio responsaveis
pelo influxo de Ca?* neste musculo (VOGALIS et al., 1991; KURIYAMA; KITAMURA;
NABATA, 1995; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996; ALEXANDER; MATHIE;
PETERS, 2011; ALEXANDER et al., 2019; CATTERALL et al., 2019).

Desta forma, buscando-se avaliar se os Cavl estariam envolvidos no

mecanismo de acdo espasmolitica do EL-MeOHpa, foram induzidas contra¢des
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tbnicas com o S-(-)-Bay K8644, um derivado di-hidropiridinico, ativador seletivo
desses canais (LACINOVA, 2005).

Nesta situacéo, a poténcia relaxante do EL-MeOHpa sobre o ileo de cobaia
pré-contraido com S-(-)-Bay K8644 (CEso = 83,2 + 6,4 ug/mL) nao foi alterada
guando comparado com a pré-contracao induzida por KCI (CEso = 53,5 + 5,7 ug/mL)
(Grafico 7), sugerindo um possivel blogueio dos Cavl no mecanismo de acéo
espasmolitica do extrato neste oOrgdo. Porém, ndo se descartam que outros
mecanismos possam estar envolvidos no mecanismo de acdo espasmolitica do
extrato em ileo de cobaia.

Os canais de K* desempenham um importante papel na regulacéo
de diversos processos fisiologicos, tais como: regulagdo do potencial de
membrana, do tonus vascular e da [Ca®’']c, secrecdo de hormdnios e de
neurotransmissores (MILESI et al., 2003; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011).

Sabendo que substancias que ativam canais de K* podem levar a um
relaxamento do musculo liso, pois regulam o potencial de membrana através do
processo de hiperpolarizagéo, resultando no fechamento dos Cav, decidiu-se
investigar a participacdo desses canais no mecanismo de acédo relaxante do extrato
em ileo de cobaia (GUTTERMAN; MIURA,; LIU, 2005; MARQUES, 2008).

Os resultados apontam que ndo houve alteracdo no efeito relaxante do
EL-MeOHpra no 6rgdo testado na auséncia ou na presenca de CsCl (Gréfico 8), um
bloqueador ndo seletivo dos canais de K* (CECCHI et al., 1987), uma vez que o
extrato relaxou o 6rgdo de maneira equipotente em ambas as situacdes
(CEso = 36,0 £ 5,2 pg/mL e CEso = 34,8 + 6,8 ug/mL, respectivamente). Sendo
assim, acredita-se que ndo had uma modulacdo positiva do extrato sobre esses
canais no seu mecanismo de acao relaxante em ileo de cobaia.

A motilidade gastrintestinal também é afetada pela modulacdo adrenérgica.
Inicialmente, os receptores adrenérgicos foram classificados em duas grandes
familias, a e B. E dessas, surgiram os subtipos a1, az, B1, B2 € Bz com 0 uso de
antagonistas seletivos e atraves do sequenciamento de aminoacidos estruturais
(LANGER, 1974; STARKE, 1981; SILVA, ZANESCO, 2010). Esses receptores
medeiam ac¢des fisiologicas das catecolaminas, tais como epinefrina e norepinefrina
(MCNEELL; MERSMANN, 1999; SAUNDERS; LIMBIRD, 1999). Entre essas acdes
cita-se a contracdo do musculo liso, liberacdo de neurotransmissores e alteracédo na

frequéncia cardiaca e contracdo. Alguns estudos relatam a participacdo adrenérgica
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no controle inibitério ténico extrinseco da motilidade intestinal (VIRAMONTES et al.,
2001).

Essa atividade inibitéria envolve uma modulacdo negativa dos processos de
motilidade e secrecdo do intestino através da acao da noradrenalina nos receptores
a2 e B. Os receptores a2 pré-sinapticos promovem a inibicdo da liberagéo tanto de
noradrenalina quanto de acetilcolina. Ja os receptores B adrenérgicos acoplam a
proteina Gs, que ativa a via da ciclase de adenilil, levando a um aumento dos niveis
citosolicos de cAMP, que por sua vez ativa a proteina cinase dependente de ¢ AMP
(PKA), e essa, ativa, fosforila ativando canais de K*, bomba de calcio da membrana
plasmatica (PMCA), trocador Na*/Ca?* (NCX) e bomba de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA). Além de fosforilar inibindo os Cav, resultando numa
diminuicdo da concentracdo citosélica de Ca?*. Também fosforila inibindo MLCK,
impedindo a interacdo da actina com a miosina, culminando no processo de
relaxamento do musculo liso (SCHRAMM, 2000; YASMIN; WINNIE; SHARKEY,
2006; DAMABI; MOAZEDI; SEYYEDNEJAD, 2010; SEDIGHI; RAFIEIAN-KOPAEI;
NOORI-AHMADABADI, 2012).

Estudos envolvendo musculo liso longitudinal de ileo de rato demonstraram
a participacdo dos receptores adrenérgicos nas atividades contrateis e relaxantes
espontaneas desse orgdo (SEILER et al., 2005). A resposta relaxante esta
relacionada a ativacdo de receptores adrenérgicos- que estdo acoplados a proteina
Gs, ocasionando um aumento de cAMP e, consequente, ativacdo da PKA. Como
descrito anteriormente, essa proteina ir4 ativar diversos alvos que culminam com o
relaxamento do mdusculo liso (BROWN; SUMMERS, 2001; YASMIN; WINNIE;
SHARKEY, 2006; DAMABI; MOAZEDI; SEYYEDNEJAD, 2010).

Sabendo disso, inicialmente resolveu-se investigar se 0 EL-MeOHpa estaria
atuando sobre os receptores adrenérgicos-f para exercer sua acao relaxante.
Utilizou-se, entédo, o S(-)-propranolol, um antagonista nao seletivo desses receptores
(BAUER, 1982), para a verificagdo. Os resultados demonstraram que n&o houve
diferenca significante entre a curva controle de relaxamento do extrato
(CEso = 36,0 + 5,2 uyg/mL) e a curva de relaxamento na presenga do propranolol
(CEso = 46,4+ 6,6 ug/mL) (Grafico 9), descartando a ativagdo desses receptores na
atividade espasmolitica do EL-MeOHpa.

Os receptores adrenérgicos-a2 estdo acoplados a proteina Gio, via AC, e

estdo localizados nos neurdnios colinérgicos do plexo intestinal. Quando ativos,
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levam a uma hiperpolarizacdo com consequente reducdo da liberacdo de
neurotransmissores (BAUER, 1982; BULBRING; TOMITA, 1987; DE PONTI et al.,
1996).

Esses receptores pré-sinapticos tém sido descritos por apresentarem
atividade protetora no musculo liso gastrintestinal, inibindo a liberacdo de acido
gastrico e a motilidade intestinal, especialmente através do bloqueio da liberacdo de
acetilcolina (BENNETT; FRIEDMANN; VANE, 1967, GYIRES et al., 2000;
JAMES et al., 2004). Com base nisso, se 0 EL-MeOHpa estivesse agindo sobre esse
receptor seria observado uma reducéo de seu efeito relaxante. O que nao foi visto,
pois a curva controle de relaxamento do extrato (CEso = 36,0 £ 5,2 pg/mL) néo foi
deslocada na presenca de ioimbina (CEso = 25,7 + 1,7 ug/mL), um antagonista dos
receptores adrenérgicos-a (FARGBEMI; SALAKO, 1982) (Grafico 10), sugerindo que
0 EL-MeOHpa néo atua sobre esses receptores.

Sabe-se que o NO enddgeno originado de varias fontes no organismo, é
capaz de regular o tbnus contrati no muasculo liso intestinal. Sua liberacdo é
estimulada por diversos agentes, em especial a acetilcolina (KUBES;
MCCAFFERTY, 2000; DESSY; FERON, 2004). O NO, na célula, atua ativando a
guanilil ciclase solavel resultando no aumento da producdo de .GMP, que gera a
ativacdo da proteina cinase dependente de cGMP (PKG), que por sua vez inibe o
influxo de caélcio e diminui a sensibilidade dos elementos contrateis ao calcio
(SURKS, 2007; MARTINEZ et al., 2011). Dessa forma, buscou-se avaliar se a via do
oxido nitrico estaria participando do mecanismo de acdo espasmolitica do extrato.
No entanto, essa via parece nao estar envolvida na resposta relaxante do
EL-MeOHpa nesse Orgdo, uma vez que a curva controle de relaxamento
(CEs0=36,0 5,2 pug/mL) nao foi deslocada na presenca de L-NAME
(CEs0 = 24,0 £ 3,8 yg/mL) (Gréfico 11), um inibidor ndo seletivo da sintase de oxido
nitrico (NOS) (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2013).

As prostaglandinas resultam da acdo de uma enzima denominada ciclo-
oxigenase (COX) sobre o &cido araquiddnico (WONG et al., 2010). Atualmente, se
conhecem duas isoformas dessa enzima, a COX-1 e -2. Ambas sdo expressas no
TGlI, particularmente no musculo liso, lamina propria de células mononucleares e
neurénios mioentéricos (COSME et al., 2000; FORNAI; BLANDIZZI; ANTONIOLI,
2006). A COX-1 é constitutivamente ativa e € responsavel por gerar prostaglandinas

gue desempenham fungdes reguladoras na fisiologia do organismo, especialmente



Silva, 2020 Discussao | 99

citoprotecdo (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006). Em contrapartida, a atividade da
COX-2 é induzida predominantemente por inflamacdo e leva a formacdo de
prostaglandina E2 (PGE2) e tromboxano Az (TXA2), importantes vasoconstrictores
da musculatura lisa, além de outros produtos. As prostaglandinas sintetizadas
pelas COX, tém sido implicadas como mediadores de diversas doencas que
afetam o transito gastrintestinal. Diante disso, sua inibicdo pode levar ao processo
de relaxamento da musculatura lisa gastrintestinal, possibilitando o tratamento
de doencas (CARTER et al., 1995; FAIRBROTHER et al., 2011).

Diversos estudos demonstraram que as prostaglandinas PGEz, PGD: e PGl2
agem estimulando neurdnios colinérgicos no sistema nervoso entérico promovendo
a liberacdo de ACh, a fim de intensificar a resposta contratil em ileo da cobaia
(BENNETT et al., 1975; NAKAHATA; ONO; NAKANISHIET, 1984). Dentre essas, a
PGE2 tem se destacado como um agente inflamatério envolvido em um grande
namero de patologias gastrintestinais que afetam o transito intestinal normal
(FAIRBROTHER et al.,, 2011). Os receptores envolvidos nessas respostas séo
denominados EP e podem ser classificados funcionalmente a partir de seus efeitos
sobre a musculatura lisa, sdo eles: (I) receptor EP1 acoplado a Gq (contrétil); (1)
receptores EP2 e EP4 acoplados a Gs (relaxantes) e (Ill) receptor EPs acoplado a Gi
(contréatil) (NAMBA; SUGIMOTO; NEGISHI, 1993; DEY; LEJEUNE; CHADEEE,
2006). Além disso, estdo presentes no intestino receptores EP, cuja ativacéo indireta
altera a motilidade através da despolarizacao de neurénios mioentéricos (MANNING;
SHARKEY; MAWE, 2002). Dessa forma, a producdo excessiva de prostaglandinas
pode resultar em contracdes anormais da musculatura lisa gastrintestinal com o
desenvolvimento de diversos problemas. Buscando esclarecer o possivel
mecanismo subjacente, decidiu-se avaliar a acdo do EL-MeOHpa na inibicdo da COX
e, portanto, da via biossintética das prostaglandinas para promover seu efeito
relaxante.

Foi observado que a presenca da indometacina (CEso = 29,0 £ 4,0 ug/mL),
um inibidor ndo seletivo das COXs (YAKAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI, 1996) nao
modificou a resposta relaxante do EL-MeOHpa (CEso = 36,0 + 5,2 ug/mL)
(Grafico 12), sugerindo que ndo ha a inibicho dessa enzima na atividade
antiespasmadica do extrato.

No musculo liso intestinal, a camada longitudinal apresenta células dispostas

em paralelo ao eixo longo do intestino, ja na camada circular, mais interna, as



Silva, 2020 Discussao | 100

células estdo em paralelo com a circunferéncia intestinal. Dessa forma, essa
musculatura lisa apresenta-se em duas camadas separadas por um sistema de
neurénios, conhecido como plexo mioentérico (MAKHLOU; MURTHY, 1997).

Atualmente s&@o conhecidos trés padrdes de contracdo: fasica, tbnica e
ritmica. Os mecanismos que mantem as contracfes se diferenciam em ambas as
camadas e algumas caracteristicas de cada tipo celular sdo importantes para
compreender essa diferenca (AL-SAFFAR; HELLSTROM, 2001). Por exemplo, nas
células musculares lisas da camada longitudinal acontece preferivelmente a hidrolise
do 4-monofosfato de fosfatidilinositol (PIP), isso porque sua membrana plasmatica
conta com baixas quantidades de PIP2 fazendo com que se gere quantidades
minimas de IP3, diferentemente das células musculares lisas da camada circular que
apresentam preferencialmente a hidrdlise de PIP-.

Além disso, a camada longitudinal ndo apresenta receptores de IP3 (IP3R) de
alta afinidade, contudo dispde de receptores de rianodina (RyR) de alta afinidade e
exibem elevada sensibilidade ao calcio e a ADP-ribose ciclica, o que explica a
dependéncia do Ca?* extracelular no processo de contracdo da camada longitudinal
do ileo. Na camada circular, 0 RS possui canais de calcio que funcionam como
receptores de alta afinidade para o IP3 e liberam Ca?* quando se tem baixa
concentracgéo citosolica de IP3 (MURTHY, 2006).

Estudos demonstram que, em células musculares lisas da camada circular, a
contracdo inicial e o aumento da [Ca®*]c ndo foram afetados por blogueadores de
canais de Ca?* ou por retirada do célcio extracelular, mas foram abolidas em células
da camada longitudinal (GRIDER; MAKHLOUF, 1988; MURTHY; GRIDER,;
MAKHLOUF, 1991; GANOUNG, 2003). Dessa forma, demonstra-se que 0s
mecanismos de mobilizacdo de Ca?* em células musculares das camadas circular e
longitudinal s&o diferenciados.

Tanto na camada circular interna quanto na longitudinal externa, agonistas
gue se ligam a receptores acoplados a proteina G iniciam o processo de contracao
por uma elevacdo da [Ca?']c (MURTHY; GRIDER; MAKHLOUF, 1991). O trabalho
conjunto de ambas as camadas resulta no processo de peristaltismo que consiste
em uma onda de contracdo da musculatura. A contracdo da camada longitudinal
reduz o espago que o0 quimo deve percorrer, além de ajudar a aumentar o diametro
do intestino. Na frente da onda, a camada circular se contrai e o0 musculo longitudinal
relaxa (FEHER, 2017).
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Sabendo que a utilizacdo do ileo integro em protocolos experimentais
colabora nos estudos da contracdo da camada muscular longitudinal, e tendo em
vista que a mobilizacdo de Ca?* difere em ambas as camadas (MURTHY; GRIDER;
MAKHLOUF, 1991), sup0s-se que o0 extrato poderia estar agindo impedindo a
liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares.

Dessa forma, investigou-se o efeito do EL-MeOHpa em relacdo as
contragbes fasicas na camada circular do ileo de cobaia. A partir dos resultados,
observou-se que o extrato inibiu de maneira dependente de concentracdo
(Clso = 86,8 £ 3,0 yg/mL) essas contragdes induzidas por histamina (Grafico 13),
sugerindo que o EL-MeOHpa age modulando negativamente a mobilizacdo de Ca?*
dos estoques intracelulares desse 6rgdo. Quando comparamos esse resultado ao
efeito do extrato frente as contragBes fasicas induzidas por histamina no ileo integro
(Clso = 124,8 + 18,1 pg/mL, Gréfico 4), pode-se observar uma maior poténcia do
EL-MeOHpa na camada circular. Constatando que, possivelmente, o extrato atue
principalmente sobre as reservas de Ca?* intracelulares.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que o
EL-MeOHpa possui um efeito espasmolitico ndo seletivo sobre os 6rgaos testados, e
gue seu mecanismo de acdo em ileo isolado de cobaia ndo envolve a ativacédo de
canais de K* nem das vias de sinalizacdo adrenérgica, do NO ou das ciclo-
oxigenases, porém exerce seu efeito espasmolitico por bloqueio do influxo de Ca?*,
via Cavl, e por modulacdo negativa dos mecanismos de liberacdo de Ca?* dos
estoques intracelulares, levando ao relaxamento da musculatura lisa intestinal
(Figura 18).
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Figura 18 — Mapa conceitual do mecanismo de acao espasmolitica do EL-MeOHpa em ileo

de cobaia.

EL-MeOH,, eSS

W [Ca?t],

BENENYZS) !
acvcu@arazs

Relaxamento

O mecanismo de acdo espasmolitica do EL-MeOHpa parece ser por inibicdo do influxo de
Ca?*, via os Cay1 (linha continua), e por modulacdo negativa dos mecanismos de liberacdo
de Ca?" dos estoques intracelulares, provavelmente via receptores de IP; (linha tracejada)

levando ao relaxamento da musculatura lisa intestinal.

Fonte: Autor, 2020.
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No estudo investigativo da atividade espasmolitica do extrato metandlico

bruto de Evolvulus linarioides Meisn. (EL-MeOHpa), conclui-se que:

e O extrato possui atividade espasmolitica ndo seletiva nos érgéos testados,

sendo mais potente em ileo de cobaia.

Na avaliacdo do mecanismo de acdo em ileo isolado de cobaia, conclui-se
gue 0 EL-MeOHpa:

e Inibe o influxo de Ca?' através dos canais de célcio dependentes de
voltagem (Cav), especialmente do tipo 1;

e N&o age por antagonismo dos receptores adrenérgicos a e [3;

e N&o modula positivamente os canais de K*;

e Na&o atua pela via do 6xido nitrico;

e N&o modula negativamente a via das ciclo-oxigenases;

e Modula negativamente os mecanismos de liberacéo de célcio dos estoques

intracelulares.
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Anexo 1 — Cépia da certiddo de aprovacdo do Projeto junto & Comisséo de Etica no
Uso de Animais.

Universidade Comisséo de Etica no /& \
Federal da Uso de Animais (/ *& ‘
Paraiba Rettorta \\ “ )

" p

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Investiga¢do da atividade espasmolitica do extrato metanélico obtido de Evolvulus
linarioides Meisn. (Convolvulaceae) e da substancia isolada 13alfa-acetoxi-4,5-epoxi-cariofilan-8beta-ol ", protocolada sob o CEUA
n2 3059100918 (i 0o0405), Sob a responsabilidade de Fabiana de Andrade Cavalcante e equipe; Gleice Rayanne da Silva - que
envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Parafba (CEUA/UFPB) na reunido
de 01/11/2018.

We certify that the proposal "Investigation of the spasmolytic activity of the methanolic extract obtained from Evolvulus linarioides
Meisn. (Convolvulaceae) and the isolated substance 13alfa-acetoxi-4,5-epoxi-cariofilan-8beta-ol", utilizing 192 Heterogenics rats
(144 males and 48 females), protocol number CEUA 3059100918 (io oo040s), under the responsibility of Fabiana de Andrade
Cavalcante and team; Gleice Rayanne da Silva - which involves the production, maintenance and/or 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 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Parafba (CEUA/UFPB) in the meeting of 11/01/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2018 a 02/2020 Area: Fisiologia E Patologia

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 2 a3 meses N: 48
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 200a300¢g

Origem: Unidade de Produgdo Animal IPeFarM

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a 3 meses N: 144
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250a300g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas.

Jodo Pessoa, 01 de novembro de 2018

. 0 !
elamo, fuedo. A g (alwd .
Profa. Dra. Islania Gisela Albuguerque Goncalves Prof. Dr. Ricardo Roméo Guerra
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitdria, sin - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Hordrio de atendimento: 27 a 62 das 14 a5 17h : e-mail: sistemaceua@avisos. ufph.br
CEUA N 3059100918
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