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investigac@o do mecanismo de a¢do em traqueia de cobaia e aorta de rato
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RESUMO

O flavonoide 3,6-dimetil éter galetina (FGAL) foi isolado das partes aéreas de
Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke e foi investigada sua possivel atividade
hemolitica em eritrécitos de rato e espasmolitica em varios musculos lisos
isolados como utero de rata, ileo e traqueia de cobaia, e aorta de rato. FGAL néo
causou efeito hemolitico em eritrocitos de ratos, o que € sugestivo de baixa
toxicidade. Na triagem farmacologica preliminar realizada em mdusculos lisos,
FGAL apresentou efeito espasmolitico ndo seletivo nos 4 oOrgaos testados,
apresentando uma maior poténcia em relaxar a traqueia de cobaia pré-contraida
com carbacol e a aorta de rato pré-contraida com fenilefrina (FEN), de maneira
independente de epitélio e endotélio funcional, respectivamente. Assim, o objetivo
deste trabalho foi investigar o mecanismo de acéo relaxante de FGAL em traqueia
de cobaia e aorta de rato. A observacao de que FGAL foi mais potente em relaxar
ambos o0s 0Orgaos pré-contraidos com aumentos moderados na concentracdo
extracelular de KCI do que quando contraidos com aumentos maiores de KCI é
sugestivo de que FGAL esta agindo por modular positivamente os canais de K,
hipotese esta confirmada pela diminuicdo da poténcia relaxante de FGAL em
ambos os 6rgdos na presenca de tetraetilamonio (TEA") 10 mM, bloqueador ndo
seletivo dos canais de K*. Para verificar os subtipos de canais de K*, usou-se
bloqueadores seletivos: em traqueia o efeito de FGAL nédo foi alterado na
presenca de TEA® 1 mM, bloqueador dos canais K* de grande condutancia
ativados pelo Ca®* (BKc.), glibenclamida, bloqueador dos canais de K* sensiveis
ao ATP (Katp), BaCl,, bloqueador dos canais de K" retificadores de entrada (Kj)
ou de 4-AP, bloqueador dos canais de K" sensiveis a voltagem (Ky), porém foi
reduzido na presenca de apamina, bloqueador dos canais de K* de pequena
condutancia ativados pelo Ca** (SKca). Em aorta, o efeito relaxante de FGAL néo
foi alterado na presenca de TEA" 1 mM, por outro lado foi reduzido na presenca
de apamina, glibenclamida, BaCl, e 4-AP, sugerindo a participagdo dos SKc,
Katp, Kir € Ky na acdo vosorrelaxante do flavonoide. O fato de FGAL deslocar para
direita com reducdo do Enax as contragcbes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante, e por CaCl, na presenca de FEN e verapamil, bloqueador de Cay,
sugere o envolvimento dos Cay e dos ROCs, respectivamente. Ainda em aorta,
FGAL inibiu as contracdes induzidas por FEN em meio livre de Ca?*, sugerindo
inibicdo da liberacéo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS). Avaliou-se ainda a
participacdo dos nucleotidios ciclicos, e observou-se que o relaxamento induzido
pela aminofilina, inibidor ndo seletivo de fosfodiesterases (PDES) em traqueia e
aorta foi potencializado com FGAL, sugerindo a participacdo de AMPc e/ou
GMPc. Em aorta foi avaliado o efeito de FGAL sobre o relaxamento induzido com
inibidores seletivos de PDE-3 (milrinona, seletiva para AMPc) e PDE-5
(sildenafila, seletiva para GMPc), sendo que FGAL s0 potencializou o relaxamento
induzido por sildenafila, sugerindo a participacdo do GMPc- Como os canais de K*
sdao modulados negativamente pela PKC, investigou-se uma possivel inibicdo da
PKC por FGAL, que relaxou a aorta pré-contraida com o ativador de PKC (PMA),
sugerindo inibicdo dessa enzima. Em conclusdo, o mecanismo de acéo
espasmolitica de FGAL em traqueia envolve modulacdo positiva dos SK¢, € dos
nucleotidios ciclicos, e em aorta modulacdo positiva dos Katp, SKca, Ki, Ky;
inibicdo dos Cay e dos ROCs, da liberacdo de Ca?* do RS, da PDE-5 e PKC.
Palavras-chave: Flavonoide, canais de K", canais de Ca®".
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Evaluation of spasmolytic action of the flavonoid galetin 3,6-dimethyl ether isolated from Piptadenia stipulacea (Benth.)
Ducke and investigation of the mechanism of action in guinea pig trachea and rat aorta
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ABSTRACT

The flavonoid galetin 3,6 dimethyl ether (FGAL) was isolated from the aerial parts
of Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke and was investigated its possible
hemolytic activity in rat erythrocytes and spasmolytic activity in several isolated
smooth muscles as rat uterus, guinea pig ileum and trachea, and rat aorta. FGAL
showed no hemolytic effect on rat erythrocytes, which is suggestive of a low
toxicity. In preliminary pharmacological screening performed in smooth muscle
models, FGAL showed non-selective spasmolytic effect in the four organs tested,
with a higher potency to relax the guinea pig trachea pre-contracted with carbachol
and rat aorta pre-contracted with phenylephrine (FEN) in a functional epithelium
and endothelium independent manner, respectively. The aim of this study was to
investigate the action mechanism of FGAL relaxing effect in guinea pig trachea
and rat aorta. The observation that FGAL was more potent in relaxing both
pre-contracted organs with moderate increases in extracellular concentration of
KCI than when contracted with larger increases of KCI is suggestive that FGAL
modulates the channels positivety. This hypothesis was confirmed by decreasing
of relaxant potency of FGAL in both organs in the presence of
tetraethylammonium (TEA") 10 mM, non-selective blocker of K™ channels. To
determine the subtypes of K* channel involved, were used selectives blockers: in
trachea the effect of FGAL was not altered in the presence of TEA™ 1 mM, blocker
of large conductance calcium-activated K* channels (BKc,); glibenclamide, blocker
of sensitive-ATP K channels (Katp); BaCl,, blocker of inward rectifier K* channels
(K;;) or 4-AP, blocker of voltage activated K* channels (Ky), but was reduced in the
presence of apamin, blocker of small conductance calcium-activated K* channels
(SKca). In aorta, the relaxant effect of FGAL was not altered in the presence of
TEA" 1 mM, but was reduced in the presence of apamin, glibenclamide, BaCl, and
4-AP, suggesting the involvement of SKc,, Katp, Ki; and Ky in vasorelaxant action
of flavonoid. The fact of FGAL rightward shifted, with E,. reduced the CacCl,-
induced contractions in depolarizing medium, and CaCl, in the presence of
verapamil, a voltage activated calcium channel (Cay) blocker, and FEN, suggests
the involvement of Ca, and ROCs (receptor-operated -calcium channel),
respectively. Also in the aorta, FGAL inhibited FEN induced contractions in Ca®*-
free medium, suggesting inhibition of Ca®* release from the sarcoplasmic reticulum
SR. We also evaluated the participation of the cyclic nucleotides pathway, and
observed that the trachea and aorta relaxation induced by aminophylline, non
selective inhibitor of phosphodiesterases (PDES), was more potent in the presence
of FGAL, suggesting the involvement of cAMP and/or cGMP. On the aorta was
assessed FGAL effect on relaxation induced by selective inhibitors of PDE-3
(milrinone, cAMP selective) and PDE-5 (sildenafil, cGMP selective), and FGAL
only potentiated the relaxation induced by sildenafil, suggesting the participation of
cGMP. Since K" channels are modulated negatively by PKC, we investigated a
possible inhibition of PKC by FGAL and the flavonoid relaxed the aorta pre-
contracted with a PKC activator (PMA), suggesting inhibition of this enzyme. In
conclusion, the spasmolytic mechanism of FGAL in trachea involves positive
modulation of SK¢, and cyclic nucleotides, and in the aorta involves the positive
modulation of Karp, SKca, Kir, K, and inhibition of Cay, ROCs, Ca?' release of SR,
PDE-5 and PKC.

Keywords: Flavonoids, K* channels, Ca?* channels.
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Os produtos naturais desempenham um papel fundamental na
pesquisa farmacoldgica e na protecdo a saude, pois muitos farmacos sao obtidos
diretamente de produtos naturais ou, indiretamente, por alteracbes em suas
estruturas quimicas (JOHN, 2010). Estima-se que cerca de 40% de todos os
medicamentos sdo obtidos de forma direta ou indireta a partir dos produtos naturais
(NEWMAN, 2007).

Os produtos naturais sdo produzidos por microorganismos, plantas,
organismos marinhos, anfibios e outros animais para fins diversos incluindo,
barreiras protetoras, coenzimas e cofatores, para defesa do hospedeiro contra
infeccdo bacteriana e predadores (animais), protecdo de seu nicho ecoldgico,
comunicacao intra e inter espécies, pigmentos, sinalizacao celular, expressao génica
e homeostase dos organismos (JOHN, 2010).

Os dados de pesquisas para obtencéo de produtos naturais associados
a triagem farmacoldgica realizada a partir de extratos obtidos dos produtos naturais
ou utilizando substancias isoladas a partir de métodos de extracdo, isolamento e
identificacdo representa um meio importante na obtencdo de ferramentas
farmacolégicas e novos medicamentos utilizados no tratamento de diversas
enfermidades que acometem a populagéo.

Por meio dessas investigacfes varias substancias foram obtidas, seja
naturalmente (tal qual encontradas na natureza) ou por alteracdes na estrutura
original da molécula (derivados semi-sintéticos), as quais sdo usadas na terapéutica
moderna: quinina  (antimalérico), pilocarpina  (colinesterasico), sildenafila
(vasodilatador),  vincristina  (anticancerigeno), penicilinas,  cefalosporinas
(antibiéticos), acido acetil salicilico (AAS) e morfina (analgésicos), captopril (anti-
hipertensivo), estatinas (anticolesterol), azidovudina (antiviral) (BARREIRO, 2009).
Outras substancias estdo sendo investigadas por atuarem em importantes vias de
sinalizacdo, como o fumagilim e o TNP-470 (potentes inibidores da angiogénese),
FTY720 (imunosupressor), diazonamida A (antitumoral) (HONG, 2011).

Segundo estimativas da Convencédo da Diversidade Bioldgica (CDB), o
Brasil hospeda entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado

0 maior do planeta em numero de espécies endémicas (LEWINSONHN; PRADO,
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2002). No entanto, somente 10% das espécies vegetais brasileiras tém sido
avaliadas com respeito as suas caracteristicas biologicas e apenas 5% com
objetivos fitoquimicos (LUNA et al., 2005).

A Fabaceae é uma grande familia de ervas, arbustos e arvores com
grande variedade de habitats, incluindo aquaticas, xerdéfitas e trepadeiras. Tem
distribuicAo cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas
(HEYWOOD, 1996) e é constituida por 476 géneros e 13.855 espécies (STEVENS,
2005).

O género Piptadenia possui cerca de 80 espécies de arvores, arbustos
e trepadeiras (CARDOZO, 2006; JOBSON; LUCKOW, 2007). No Brasil, as espécies
desse género estdo presentes nos estados do Amazonas, Bahia, Ceara, Goias,
Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sado Paulo (CARDOZO, 2006).

Vérios metabdlitos secundérios foram identificados nas espécies desse
género, como alcaloides (YAMATASO et al., 1972), esteroides (MIYAUCHI,
YOSHIMOTO; MINAMI, 1976), taninos (ZELADA; CONI, 1915) e flavonoides
(ALVES et al., 2003; CARDOZO, 2006).

A espécie Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke é uma arvore tipica da
caatinga do nordeste brasileiro (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002) (Figura 1),
amplamente distribuida no bioma caatinga, do Piaui a Bahia (BARBOSA et al., 2007)
e é conhecida popularmente como “jurema-branca” (FABRICANTE; ANDRADE,
2007), "jurema malicia-da-serra”, "carcara" e "calumbi” (FLORENTINO et al., 2007).
Essa espécie € muito usada na medicina popular no tratamento dos processos
inflamatérios e estudos cientificos confirmam sua atividade antibacteriana e
antifangica (CHIAPPETA; DE MELLO, 1984).
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Figura 1 - Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke. A arvore; B galhos

www.cnip.org.br

As cascas do caule e folhas de P. stipulacea séo usadas na medicina
popular na forma de tintura ou decocto para tratar feridas (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 2002), sendo indicados como cicatrizante (BEZERRA, 2008). Estudos
farmacolégicos indicam que alguns extratos de P. stipulacea sdo eficazes contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecium e Neurospora
crassa (CHIAPPETA; DE MELLO, 1984) e que o extrato etandlico das folhas dessa
espécie foi ativo contra cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a varias drogas
e contra cepas de Candida albicans (BEZERRA, 2008). Além disso, recentemente foi
demonstrado que as fragBes acetato de etila e aquosa obtidas das partes aéreas
dessa espécie apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria em
camundongos (QUEIROZ et al., 2010).

A partir das partes aéreas de P. Stipulacea foi isolado um flavonoide

4'5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona (3,6-dimetil éter galetina ou FGAL), na forma de
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cristais amarelo claro com ponto de fusdo de 199,6 °C, o qual foi descrito pela
primeira vez na familia Fabaceae (LIRA, 2009) (Esquema 1 e Figura 2).

Esquema 1 - Fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de P. stipulacea

Solubilizagdo MeOH:H,O0 (3:7 v/v)
Agitacdao mecanicapor 60 minutos

Extrato hidroalcoolica(solucaoHAl)

Extracdo com hexano
Particao emfunil de separacao

Fase hexanica(23g) SolucaoHAIl
Extracao com cloroférmio
Particao emfunil de separacao
Fase cloroformica (80 g)

Solucao HAIIl

Extracao com acetato de etila
Particao emfunil de separacao

Fase acetato de etila (120 g) SolucaoHAIV

LIRA, 2009
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Figura 2 - Estrutura quimica do flavonoide 3,6-dimetil eter galetina isolado de Piptadenia
stipulacea.

LIRA, 2009.

Vérias atividades farmacoldgicas vém sendo descritas para FGAL,
como atividade antiviral (ELSOHLY et al., 1997), tratamento de doencas da pele
(ROSENBLOOM, 2003), tratamento de doencas periféricas vasculares e neurais
(ROSENBLOOM, 2004), anticancerigena (ROSENBLOOM, 2006), inibicdo da
sintese de oxido nitrico (NO) (MORIKAWA et al., 2006), inibicdo da a-amilase (AL-
DABBAS et al., 2006), atividade antioxidante (LEACH et al., 2007) e recentemente,
foi demonstrado que esse flavonoide apresenta atividade antinociceptiva e anti-
inflamat6ria em camundongos, provavelmente pela acdo antioxidante e inibidora de
ciclooxigenase (COX) (QUEIROZ et al., 2010).

Os flavonoides constituem uma classe ampla de substancias
polifendlicas encontradas em plantas. Este grupo inclui varias subclasses, como os
flavonois, flavonas, flavanonas, antrocianidinas, isoflavonas, diidroflavonois e
chalconas (PEREZ-VIZCAINO, 2010). A ampla variedade estrutural destes
metabdlitos e os diversos estudos quimicos, genéticos e enzimologicos refletem o
crescente e continuado interesse de quimicos, farmacélogos e bidlogos nesta classe
de compostos (WOLLENWEBER, 1994).

Os flavonoides s&o os antioxidantes mais abundantes
encontrados em dietas comuns. Mais de 4000 flavonoides diferentes foram

identificados nos alimentos, as principais fontes sdo as macas, cebolas, amoras,
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chocolate, frutas vermelhas, frutas citricas, nozes e bebidas, como cerveja e vinho
(RUSSO et al., 2000).

Vérias atividades farmacoldgicas foram descritas para os flavonoides,
como sequestrador de radicais livres, formacao de complexos com os metais ferro e
cobre, inibicdo de enzimas envolvidas na sintese de espécies reativas de oxigénio
(xantina oxidase, NADPH oxidase e lipoxigenases), inibicdo da expressdo das
enzimas sintase de oOxido nitrico induzivel (iINOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2),
inibicdo da agregacéao plaquetaria e vasodilatacdo (MLADENKA et al., 2010).

Além disso, varios flavonoides apresentaram atividade espasmolitica,
como: genisteina, quenferol e quercetina em Utero de rata, através da participacao
do monosfofato ciclico de adenosina (AMPc) (REVUELTA; CANTABRANA;
HIDALGO, 1997). 3,7,8,4’-tetra-O-metilgossipetina e 3,7-di-O-metilcanferol, obtidos
de Solanum paludosum Moric, apresentam efeito relaxante em aorta de rato e a
acdo deles envolve bloqueio do influxo de calcio através dos canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo L (CayL) (SILVA, 2005). Retusina e me-retusina,
também isolados de Solanum paludosum Moric, apresentam efeito espasmolitico em
ileo de cobaia, onde o mecanismo de acdo de retusina envolve a participacdo da
enzima sintase do oxido nitrico (NOS) e o mecanismo promovido pelo me-retusina
envolve a participacdo da via fosfodiesterase (PDE) - nucleotidios ciclicos (SANTOS,
2007). Isoliquiritigenina, isolado de Glycyrrhiza ularensis, apresenta atividade
antiespasmaodica em jejuno, ileo e reto de camundongo, através da inibicdo de PDEs
(SATO et al.,, 2006). Diplotropina (3,4,5, 8-tetrametoxi-6,7,2”,3"-furanoflavana),
isolado de Diplotropis ferruginea Benth exerce efeito relaxante em ileo de cobaia e
Utero de rata através da participacdo dos canais de K* ativados por Ca** de larga
condutancia (BKca) (LIMA, 2008). Liu e colaboradores (2008) demonstraram que o
flavonoide isoliquiritigenina, isolado das raizes de Glicyrrhiza glabra, apresenta efeito
relaxante em traqueia de cobaia através de varios mecanismos, como ativagéo da
ciclase de guanilil soluvel (CGs), inibicdo de fosfodiesterase V (PDE V), ativacédo da
via de sinalizacdo PKG/GMPc e abertura de BKca.

Véarios estudos indicam que os flavonoides apresentam efeito

vasorrelaxante em aorta de rato, como: quercetina, quenferol, pentametil, luteolina,
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apigenina, catequina, epicatequina. E alguns mecanismos de acdo ja foram
relatados para explicar esse efeito, como: efeito de protecdo do NO através do
sequestro de radicais livres, ativacdo de canais de potassio e participacao de fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (FHDE) (PEREZ-VIZCAINO, 2010).

Os efeitos farmacoldgicos descritos para os flavonoides permitem
utilizar esses metabdlitos secundarios no tratamento de diversas patologias
ocasionadas por disturbios do musculo liso, como acontece com as alteracdes que
acometem o sistema cardiovascular: hipertensao arterial, aterosclerose, disturbios
na coagulacao sanguinea, isquemia do miocardio (PEREZ-VIZCAINO, 2010), infarto
agudo do miocardio, faléncia cardiaca e arritmias (MLADENKA et al., 2010).

O masculo liso € o principal responsavel pelo controle da maior parte
dos 6rgaos ocos dos sistemas do corpo. As células musculares lisas estdo presentes
nas paredes de varios 6rgdos (estbmago, intestinos, bexiga, Utero, vias aéreas) e
vasos do corpo. Assim, ha grande interesse na investigacdo de drogas, obtidas
diretamente das plantas ou seus derivados, que agem sobre o musculo liso. A
regulacdo da contracdo do mdasculo liso tem um papel importante em muitos
processos fisiopatoldgicos, onde a contragdo anormal do musculo liso é importante
em condicdes como a hipertensao arterial, vasoespasmo coronariano e cerebral,
asma brénquica, disfuncdo erétil e complicacbes durante o parto (WEBB, 2003).
Logo, o0s ensaios farmacoldogicos na musculatura lisa contribuem para o
desenvolvimento de futuros farmacos para serem utilizados no tratamento das
diversas enfermidades que acometem esse musculo.

No mausculo liso um aumento na concentracdo de célcio citoplasmatico
([Ca*]) é a causa primaria para a producdo da contracéo e também esta envolvida
na proliferacao celular no musculo liso (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989).

No mdusculo liso, a contracdo pode ser alcancada através da
despolarizacdo da membrana (acoplamento eletromecéanico), levando ao aumento
da [Ca®']., proveniente do meio extracelular através dos Cay, desencadeando o
processo de contracdo muscular. Ou induzida por um agonista (acoplamento
farmaco mecanico) que pode ser independente do potencial de membrana
(SOMLYO; SOMLYO, 2003). Agonistas como fenilefrina, carbacol ou histamina se
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ligam a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol,
através da proteina G4 ou Gi1 mediando a producéo de 1,4,5-trisfosfato de inositol
(IP3), que estimulam a liberacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (RS) e
diacilglicerol (DAG), responsavel pela ativacdo da proteina cinase C (PKC)
(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). O aumento na [Ca*']. favorece a ligacdo do
Ca* com a proteina calmodulina (CaM), formando o complexo [4Ca**-CaM]. Este
complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) a qual fosforila a cadeia
leve da miosina (MLC), promovendo a interacdo da MLC com os filamentos de
actina, desencadeando o processo de contracdo do musculo liso (WEBB, 2003).

As PKCs representam uma familia de proteinas com varias isoformas,
divididas em PKCs convencionais (a, B1, B2 e y), novas (9, €, n, 6, u, 0) e atipicas (C,
A) (PEREZ-VIZCAINO; COGOLLUDO; MORENO, 2010). As PKCs convencionais (a,
B e y) tém quatro regides conservadas (C1-C4) e cinco regides variaveis. A regido
C1 contém o sitio de ligacado do DAG ou ésteres de forbol, a regido C2 contém o sitio
de ligacdo do Ca*" e as regides C3 e C4 contém o sitio de ligacdo do trisfosfato de
adenosina (ATP) e alguns substratos e antagonistas da PKC (SAKAI et al., 2009).
Essa enzima é ativada pelo DAG, proveniente do metabolismo do 4,5-bisfosfato de
fosfatidil inositol em DAG e IP3, e por ésteres de forbol como o forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) que ancoram as PKCs em sua conformacao ativa nas membranas
celulares (STEINBERG, 2008).

Vérias isoformas de PKC ja foram encontradas no muasculo liso, onde a
ativacdo dessa cinase fosforila proteinas alvo especificas, como canais de Ca**
presentes na membrana celular ativando-os e promovendo o influxo de Ca** e
canais de K*, inibindo-os, estando implicada com o processo de contracdo do
musculo liso. Os ésteres de forbol ativam diretamente a PKC e promovem a
contragdo do musculo liso (WEBB, 2003; CLARK; PYNE-GEITHMAN, 2005; KO et
al., 2010).

Nas células do musculo liso, o aumento na [Ca®']. induzida por
neurotransmissores ou horménios resulta da liberacdo de Ca?*' dos estoques
intracelulares (principalmente do RS) e por influxo de Ca®" extracelular através dos
(1) canais de Ca®" independentes de voltagem: canais operados por receptor
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(ROCs), canais operados por estoque (SOCs), canais ativados pelo estiramento
(SACs) e (2) canais de Ca** dependentes de voltagem (Cay) (GUIBERT; DUCRET;
SAVINEAU, 2008).

O RS representa a mais importante fonte de Ca* intracelular, onde a
liberacéo de Ca?* desta organela é principalmente decorrente da ativacdo dos canais
de Ca*" ativados por IP3 (IPsR) e também pelos canais de Ca** ativados pelo préprio
Ca®* e sensiveis & cafeina (RyR) um processo denominado de liberacdo de Ca®'
induzida pelo Ca?* (CICR), ambos receptores permitem a liberacdo de Ca** do RS
para o citosol aumentando a [Ca®']. (DELLIS et al., 2006; MCHALE et al., 2006).

Vérias evidéncias sugerem que os canais de calcio independentes de
voltagem sdo estruturalmente relacionados aos receptores potencial transiente
(TRPs) (GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008; REN; ALBINSSON; HELLSTRAND,
2010). Esses canais sdo formados por seis hélices transmembranares (TM1-6),
terminal N e C citoplasméatico e uma regido poro entre o TM5 e TM6 (CLAPHAM,;
RUNNELS; STRUBING, 2001).

Os ROCs sdo canais catidnicos ndo seletivos, permeaveis ao Ca?",
ativados pelo DAG produzido a partir da interacdo de agonistas (acetilcolina,
angiotensina Il, noradrenalina, serotonina) ao seu respectivo GPCR, independentes
de alteracbes no potencial de membrana e que ndo podem ser estimulados por
deplecdo dos estoques de Ca®" intracelular com agentes como tapsigargina. Ha
relatos que esses canais estdo presentes em musculos lisos visceral (intestino e
Utero) e vascular (aorta e veia porta) (GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008;
WANG et al., 2008).

Outro tipo de canal de Ca®" presente na membrana celular é o SOC,
gue sdo canais ibnicos ativados por uma deplecdo nos estoques intracelulares de
Ca?*. Estudos recentes revelam que uma proteina denominada STIM 1 é requerida
para entrada de Ca®* através dos SOCs, funcionando como um sensor de Ca** do
RS e ativando esses canais através de translocacdo para a membrana plasmética
(LIOU et al., 2005; SPASSOVA et al., 2006). Outra proteina recentemente descrita e
importante para ativagdo dos SOCs é a Orai 1 (FESKE et al., 2006).
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Uma caracteristica comum dos SOCs € que hd um aumento na
probabilidade de abertura do canal com a aplicacdo de pressao, ou seja, sua
abertura depende de estiramento da membrana. Diferentes tipos desses canais ja
foram identificados em varios tipos de musculo liso (vias aéreas, trato gastrintestinal,
musculo liso vascular) com diferentes permeabilidades idnicas (Ca®*, CI', K*, Na*)
(GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008).

Outra importante porta de entrada para o Ca?* que vem do meio
extracelular sdo os Cay, 0s quais estdo presentes na membrana celular da maioria
das células excitaveis (CATERRAL, 2000; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).
Sao canais idnicos protéicos formados por 4 ou 5 subunidades distintas: a
subunidade a4, que € a maior delas e constitui o poro do canal, além de possuir 0
sensor de voltagem que controla sua abertura; a subunidade o, que esta ligada a
subunidade y e a subunidade B que é intracelular (CATTERALL et al., 2005).

Pelo menos 10 tipos diferentes de Cay subdivididos em trés grandes
familias foram até agora descritos: (1) sensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta
voltagem [Ca,1 (tipo L)]; (2) insensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta
voltagem, Ca,2 (tipos N, P/Q e R); e (3) ativados por baixa voltagem [Ca,3 (tipo T)],
(ERTEL et al., 2000; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). Os Cayl sao
amplamente expressos no corpo humano (musculo cardiaco, musculo liso, células
enddcrinas e neurénios) (CATERRALL et al., 2005) e sensiveis a despolarizacdo de
membrana em muitos processos celulares essenciais, incluindo ativacdo da
transcricdo (DOLMETSCH et al., 2001), exocitose (ARTALEJO; ADAMS,; FOX,
1994), contracdo muscular (CLEEMANN; MORAD, 1991; LOPEZ-LOPEZ et al.,
1995), entre outros.

Os Cayl sdo os principais, e muitas vezes o Unico tipo de canal de
Ca?* expresso em muitos musculos lisos (THORNELOE; NELSON, 2005; WRAY;
BURDYGA; NOBLE, 2005). Outro tipo de canal Cay envolvido com funcdes
fisiologicas da contracdo do musculo liso é o Cay3.2 ou Cay-T (SARSERO et al.,
1998; CATERRALL et al., 2005).

A subunidade ol dos Cay é a formadora do poro e fornece o sitio de

ligacdo extracelular para praticamente todos 0s agonistas e antagonistas, como é o
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caso dos derivados di-hidropiridinicos a exemplo do agonista desses canais
Bay K8644 (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).

Os canais de calcio e potassio estdo intimamente relacionados com a
regulacdo do musculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). O movimento
dos ions K" através de canais localizados na membrana celular regula o influxo de
Ca’" através dos Cay (THORNELOE; NELSON, 2005).

Os canais de potassio desempenham um papel chave na regulacdo do
potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contracdo no musculo
liso dependente do balanco entre a ativacdo desses canais, levando a uma
hiperpolarizacéo, e o bloqueio dos mesmos, levando a uma despolarizagcdo (KNOT
et al., 1996).

Os ativadores de canais de K* (cromacalim) sdo substancias que
incluem um grupo de diversas moléculas com um largo potencial terapéutico
(QUEST, 1992; EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos ativam
os canais de K*, causando hiperpolarizacdo de membrana através do aumento do
efluxo de K*, desta forma causando diminuicdo do Ca*' intracelular livre e
consequente relaxamento do musculo liso (QUEST; COOK, 1989; WESTON;
EDWARDS, 1992).

No musculo liso, o tdnus basal pode ser regulado por varios subtipos
de canais de K*, entre eles: os canais de K* ativados por Ca?* (Kca); canais de K*
dependentes de voltagem (Ky); canais de K" sensiveis ao ATP (Karp); canais de K"
ativados por Ca’" retificador interno (Kig), entre outros (THORNELOE; NELSON,
2005).

Os canais de K* ativados por Ca?* (Kca) séo classificados em 8 tipos
(1.1; 2.1-2.3; 3.1; 4.1-42 e 5.1), de acordo com a condutancia, cinética e
farmacologia. O Kcal.1 refere-se a nomenclatura anterior BKc,, 0S Kca2 dizem
respeito aos SKc, € 0s canais Kca3.1 correspondem aos IKca (GUTMAN et al.,
2011b). Esses canais contribuem para a repolarizacdo do potencial de agéo (SAH;
FABER, 2002), onde o0s Kcs2, sado blogueados por apamina, os Kca3.1 séo
bloqueados pelo clotrimazol e os Kcal.1 sdo bloqueados por toxinas, como
caribdotoxina e iberiotoxina, ou por baixas concentra¢des de TEA®. Os canais do tipo
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SKca € IKca S80 insensiveis & voltagem e ativados por baixa concentracdo de Ca®*
intracelular (< 1,0 uM), em contraste aos BKca que sd@o ativados tanto por voltagem
como por Ca?" (WEI, et al., 2005).

Até o presente momento ja foram identificados 12 tipos de canais Ky
(1.1-1.8; 2.1, 2.2; 3.1-3.4; 4.1-4.3; 5.1; 6.1-6.4; 7.1-7.5; 8.1, 8.2; 9.1-9.3; 10.1, 10.2;
11.1-11.3; 12.1-12.3) (GUTMAN et al., 2011a). Esses canais sdo amplamente
expressos na maioria das células do mdusculo liso vascular. Ativados por
despolarizagdo de membrana, promovem efluxo de K*, o qual em parte, é
responsavel por repolarizacdo de membrana e manuten¢édo do potencial de repouso
(KO et al., 2010).

Os Katp sd0 canais idnicos seletivos a passagem do ion K* e ativados
por reducéo na concentracao intracelular de ATP. Esses canais estdo envolvidos na
manutencdo do tbnus basal e do potencial de repouso da membrana no musculo
liso. Estudos demonstram que o bloqueio desses canais, por drogas como a
glibenclamida, aumenta o tbnus muscular e causa despolarizagdo em musculo liso
vascular (NELSON et al., 1990). Esses canais foram inicialmente identificados em
midcitos ventriculares (NOMA, 1983). Posteriormente, os Karp com caracteristicas
semelhantes foram demonstrados em muitos outros tecidos, tais como, células
B-pancreaticas, musculo esquelético, neurdnios e mausculos lisos (TERAMOTO,
2006).

Os Katp sdo conhecidos por estarem envolvidos no diabetes, onde o
bloqueio dos mesmos por drogas como glibenclamida e tolbutamida € uatil no
tratamento do diabetes tipo Il (KO et al., 2008).

Os K sdo subdividos em 7 tipos de canais (Kj 1.1; 2.1, 2.2, 2.3, 2.4,
3.1, 3.2, 3.3, 3.4; 41, 42; 5.1; 6.1, 6.2; 7.1) (ADELMAN et al., 2011) e estdo
envolvidos com o potencial de repouso e o tbnus basal em células musculares lisas
de vasos de resisténcia (KO et al., 2008). Esses canais sé&o blogueados pelo ion
Ba®* (ADELMAN et al., 2011).

Vérios estudos tém relatado uma via alternativa que contribui para a
contracdo no musculo liso, a modulacdo da fosfatase da cadeia leve da miosina

(MLCP), principalmente pela pequena proteina ligante de GTP (RhoA), e a sua
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cinase associada (ROK), uma proteina cinase serina/treonina (KARAKI et al., 1997;
HORI; KARAKI, 1998). Varios agonistas contrateis que aumentam a [Ca®']. via
GPCRs (principalmente aqueles receptores acoplados as protéinas Gizi13 ou Gg),
levam a ativacao direta ou indireta do fator trocador de nucleotidio de guanina da
RhoA (RhoGEF), que é capaz de ativar a RhoA, por trocar GDP por GTP nessa
proteina (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A RhoA-GTP ativa sua cinase associada, a
ROK, essa, por sua vez, fosforila a MLCP, tornando-a inativa (KIMURA et al., 1996).
Assim, a fosforilagdo da MLC induzida pela MLCK torna-se ainda mais efetiva,
auxiliando na contracédo do musculo liso.

O relaxamento no musculo liso ocorre como resultado da remocéo do
estimulo contratil ou pela acao direta de uma substancia que estimula a inibicdo do
mecanismo contratil (MORGAN, 1990). Independentemente, o0 processo requer uma
diminuicdo da concentracdo citoplasméatica de Ca** ou aumento da atividade da
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) (SOMLYO et al., 1999).

Em mausculo liso vascular o relaxamento ocorre através de mecanismos
dependentes ou independentes de endotélio. A vasodilatacdo dependente de endotélio
envolve a participacdo de 6xido nitrico (NO), prostaciclinas e fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (FHDE) (NAGAO; VANHOUTTE, 1993; MITCHELI et al.,
2008). Com relacdo ao vasorrelaxamento independente de endotélio existem varios
mecanismos que podem estar envolvidos, como bloqueio do influxo de Ca®* através
de canais de Ca®" transmembranares, inibicdo da liberacdo de Ca®*" dos estoques
intracelulares mediada por agonistas, inibicdo de algumas etapas do processo
contrétil induzida pela ativagdo da PKC, abertura de canais de K", ativagdo direta da
ciclase de guanilil soltvel, processos esses que levam a inibicdo do processo de
contracdo (CHEN et al., 2009).

O relaxamento da traqueia também envolve mecanismos dependentes
e independentes de epitélio. O NO e a PGE; sdo considerados importantes fatores
relaxantes derivados do epitélio (FRDEp) (FARMER et al., 1987; NIJKAMP; VAN;
FOLKERTS, 1993) e a via de relaxamento independente de epitélio ocorre de forma

semelhante ao mecanismo de relaxamento dos vasos sanguineos.
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O NO ativa diretamente uma ciclase de guanilil solivel, mas agonistas
gue induzem relaxamento ao se ligarem aos seus receptores ativam diretamente as
ciclases de guanilil (CG) e de adenilil (CA) particuladas, resultando na formacao do
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e AMPc, respectivamente. O aumento na
concentracdo de GMP. ([GMP.]) e/ou AMP. ativam as proteinas cinase G (PKG) e/ou
proteina cinase A (PKA) resultando na ativacdo de canais de K* na membrana
plasmatica e consequente hiperpolarizacdo. A hiperpolarizacdo reduz o influxo de Ca**
através dos Cay1, diminuindo, portanto a [Ca**]. (REMBOLD, 1996). As PKG e/ou PKA
fosforilam a Ca®* — ATPase do RS (SERCA) e/ou da membrana plasmatica (PMCA),
aumentando sua cinética de ativacdo levando a um aumento do sequestro e da
extrusdo de Ca®', respectivamente, diminuindo assim a [Ca®']s; diminuicdo da
formacdo do IP; e consequente diminuicdo da liberacdo de Ca?* dos estoques
intracelulares; reducdo da [Ca®']. via AMPc/PKA por diminuir o influxo de Ca®*
indiretamente, por hiperpolarizagdo, ou por agir diretamente nos Cay do tipoL
inativando-os e diminuicdo da [Ca®']. por ativacdo do trocador Na*/Ca** (BLAUSTEIN,
1989).

O FHDE se refere as vias de sinalizacao envolvidas na comunicagao
entre as células endoteliais e os midcitos dos vasos sanguineos, promovendo 0
processo de hiperpolariza¢do na célula muscular do vaso. As investigacdes sobre as
substancias e vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo se encontram bastante
avancadas.

Atualmente, existem duas grandes vias de sinalizacdo para explicar a
acdo do FHDE. A via classica envolve a ativagdo dos canais SKca € IKca no
endotélio resultando em hiperpolarizacdo das células endoteliais a qual pode ser
transmitida para os miécitos através das juncfes comunicantes, sem o envolvimento
de qualquer fator. Além disso, o K* pode sair da célula endotelial através dos canais
Kca € ativar canais K; e ou Na'/K*-ATPases presentes no endotélio e nos midcitos. A
segunda via de sinalizacdo ndo envolve hiperpolarizacdo das células endoteliais,
mas esta associada com a liberacdo dependente de célcio de varias substancias,
incluindo NO, prostaciclinas e acidos epoxieicosatrienoicos, 0s quais ativam Katp ou

BKca nos midcitos. Independente da via envolvida, esses processos promovem
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vasodilatacdo. Alteragcbes nas vias de sinalizacdo dos fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio estdo implicados em patologias como a hipertensdo e
diabetes (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010).

O relaxamento do musculo liso de forma independente de endotélio,
pode ocorrer através da inibicdo de enzimas chamadas de fosfodiesterases, que séo
enzimas capazes de romper a ligacdo fosfodiéster do AMPc e GMPc produzindo
AMP-5 e GMP-5 (BENDER; BEAVO, 2006), quando a ligagdo fosfodiéster é
rompida esses nucleotidios ciclicos perdem suas atividades farmacoldgicas. Até o
presente momento foram descritas 11 isoformas de PDEs, de acordo com a
sequéncia dos aminoacidos que formam as proteinas, sensibilidade para inibidores
seletivos e distribuicéo tecidual (BEAVO, 1995; LUGNIER, 2006) (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagéo das isoformas de fosfodiesterases (PDES)

Familia Substrato Distribuicéo Inibidor especifico
PDE1 | AMPc e GMPc Cérebro Nimodipina
PDE2 | AMPG e GMPc Coracao, meduflg:cciiéenal, cérebro e EHNA
PDE3 AMPc e GMPc Coragao, pla_quetas, muscu[o liso Cilostamina e milrinona

vascular, tecido adiposo e figado
PDE4 AMPGC Cerebroz células mflamgtonas,_ Rolipram
tecido cardiovascular e musculo liso
PDE5 GMPc Pulmges, coragdo e vasos Zaprinast e sildenafila
sanguineos
PDE6 GMPc Cérebro Zaprinast e sildenafila
Musculo esquelético, linfocitos,
PDE7 AMPc células endoteliais, cérebro, muisculo BRL 50481
liso vascular e vias aéreas
Testiculo, olhos, figado, musculo
PDES AMPc esquelético, coragéo, rins, ovario e Desconhecido
cérebro
PDE9 GMPc Rins, pulmdes e cérebro Desconhecido
PDE10 | AMPc e GMPc Pulmdes e cérebro Desconhecido
Musculo esquelético, prostata, rins,
PDE11 | AMPc e GMPc | figado, pituitaria, glandulas salivares Desconhecido
e testiculo

Adaptado de LUGNIER, 2006

Os inibidores de PDE apresentam varias atividades farmacologicas,
dependendo do subtipo e localizagdo da enzima envolvida, -cardiotonico,
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vasodilatador, relaxante de musculo liso, antidepressivo, antitrombdtico,
broncodilatador, anti-inflamatério, antioxidante, aumento da funcéo cognitiva (JEON
et al., 2005; ROJA et al, 2010). Como consequéncia dessas atividades
farmacoldgicas essas substancias podem ser utilizadas na terapéutica para o
tratamento de diversas enfermidades, como: deméncia, depressdo, esquizofrenia,
insuficiéncia cardiaca congestiva, asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
diabetes, artrite reumatoide, esclerose multipla, disfuncdo erétil, hipertensao
pulmonar (HOOD, 1989; AMSALLENE, 2005; ROJA et al., 2010).

Em levantamento bibliografico, foram encontrados vérios estudos
biologicos envolvendo os flavonoides. No entanto, nenhum efeito hemolitico e
espasmolitico foram relatados para o flavonoide 3,6-dimetil éter galetina. Diante
disso, decidiu-se fazer uma investigacdo farmacolégica visando avaliar uma possivel
atividade hemolitica, bem como espasmolitica do flavonoide 3,6-dimetil éter galetina
em diferentes modelos de musculos liso (ileo e traqueia de cobaia, Utero de rata e
aorta de rato), e caso esse flavonoide venha a apresentar atividade espasmolitica,
elucidar seu mecanismo de acdo. A partir da realizacdo desses estudos estaremos
colaborando com o desenvolvimento da farmacologia, seja ampliando os
conhecimentos sobre a espécie P. stipulacea, seja contribuindo para o

desenvolvimento de uma futura ferramenta farmacol6gica ou medicamento.
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2.1 Objetivo geral

Contribuir para aumentar o conhecimento sobre a espécie Piptadenia
stipulacea (Benth.) Ducke e as atividades farmacoldgicas dos flavonoides, através
da investigacdo da acdo espasmolitica e do mecanismo de ac¢do do flavonoide
isolado dessa espécie, 3,6-dimetil éter galetina (FGAL), em Utero de rata, aorta de

rato, ileo e traqueia de cobaia.

2.2 Objetivos especificos

Investigar as possiveis atividades farmacoldgicas de FGAL:

Hemolitica e anti-hemolitica em eritrocitos de rato;
Espasmolitica em Utero de rata, aorta de rato, ileo e tragueia de cobaia,

Participac@o dos canais de célcio e/ou de potassio em tragueia e aorta;

D N N NI N

Determinacdo do(s) subtipo(s) de canal(is) de célcio e/ou potassio em

tragueia e aorta;

<\

Envolvimento na liberacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico em aorta;
v Investigacao da participacdo da via dos nucleotidios ciclicos em traqueia e
aorta;

v Envolvimento da PKC em aorta.
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Material vegetal

A espécie Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke foi coletada no
municipio de Serra Branca, estado da Paraiba, em abril de 2005. O material botanico
foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do setor de botanica do
Programa de Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Uma
exsicata da planta se encontra depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) sob cdodigo de identificacdo
AGRA 3331 (JPB).

3.1.2 Animais

Foram utilizados cobaias (Cavia porcellus) de ambos os géneros,
pesando entre 300 e 500 g, ratas virgens e ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando
entre 150-250 e 250-350 g, respectivamente, provenientes do Biotério Prof. Thomas
George do Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
da Universidade Federal da Paraiba (PPGPNSB/UFPB).

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso
controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo tipo pellets (Purina)
com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e
constantes, 0s quais eram submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h
sendo o periodo claro das 06:00 as 18:00 h.

Para os experimentos in vitro em nivel funcional, todos os animais
eram sacrificados seguindo os principios de cuidados com animais aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA/PPGPNSB/UFPB), certiddo nimero
0105/10.
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Figura 3 - Fotos de Cavia porcellus (A) e Rattus norvegicus (B)

RIBEIRO, 2007

3.1.3 Substancias e sais

Quadro 2 - Substancias, sais e fornecedores

Nome Fornecedor
Acido araquiddnico (AA), acido etilenodiamino tetraacético Sigma-Aldrich
(EDTA), aminofilina, apamina, cloreto de bario (BaCly), (EUA)

cremofor®, dietilestilbestrol, diidrocloridrato de histamina, forbol
12-miristato 13-acetato (PMA), glibenclamida, tetraetilaménio
(TEA"), triton X-100, verapamil

Etanol

Reagen (Brasil)

4-aminopiridina (4-AP)

INLAB (Brasil)

Bicarbonato de sddio (NaHCO3), cloreto de potéassio (KCI) e

cloreto de sédio (NaCl)

Fmaia (Brasil)

Carbogénio (95 % de O, e 5 % de CO,)

White Martins
(Brasil)

Cloreto de calcio bi-hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de
magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0), glicose, sulfato de
magnesio heptahidratado (MgS0O4.7H,0)

Vetec (Brasil)

Cloridrato de acetilcolina (ACh) e cloridrato de carbamilcolina

Merck (Alemanha)
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(carbacol)
Cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN) Pfizer (EUA)

Fosfato monobasico de potassio (KH,PO4.H,O) e fosfato Nuclear (Brasil)

monobasico de sédio (NaH,PO,4.H,0)

Milrinona Sanofi-Aventis

Farmacéutica

(Brasil)
Ocitocina Eurofarma (Brasil)
Sildenafila Nutrifarm (Brasil)

MACEDO, 2012

As partes aéreas de P. stipulacea foram secas, moidas e extraidas a
frio com etanol, obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB), que apds extracéo
liquido/liquido com solventes organicos obteve-se as fases hexanica, cloroférmica e
acetato de etila. A fase cloroférmica foi submetida a cromatografia em coluna de fase
normal, fornecendo o flavonoide 4'5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona (3,6-dimetil éter
galetina ou FGAL) (Esquema 1). A estrutura quimica dessa substancia foi
identificada por técnicas de RMN 1H e 13C (uni e bidimensionais) e por comparacao
com dados na literatura, onde FGAL possui peso molecular de 294 u.m.a. (LIRA,
2009).
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3.1.4 Solugdes nutritivas

De acordo com os experimentos realizados, foram utilizadas solucbes
nutritivas, cujas composicdes estdo descritas a seguir, onde essas solucdes foram
preparadas com agua destilada e tiveram seu pH ajustado para 7,4 com NaOH
(0,2 N) ou HCI (0,1 N).

Solucao de Krebs (mM): NaCl (118), KCI (4,6), MgS0O4.7H,0 (5,7), KH2PO4.H,O
(1,1), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3 (25)

Solucédo de Krebs modificado (mM): NaCl (117), KCl (4,7), MgS0O,4.7H,0O (1,3),
KH2PO4.H,0 (1,2), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3 (25)

Solucédo de Locke Ringer (mM): NaCl (154), KCI (5,6), MgCl, (2,1), CaCl,.2H,0
(2,2), glicose (5,9), NaHCO3 (5,5)

Solugéo de Krebs despolarizante com 18 mM de KCI (mM): NaCl (104,5), KCI
(18), MgS04.7H,0 (5,7), KH2PO4.H,O (1,1), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3
(25)

Solucao de Krebs despolarizante com 30 mM de KCI (mM): NaCl (92,5), KCI (30),
MgS0,4.7H,0 (5,7), KH,PO4.H20 (1,1), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3 (25)

Solucéo de Krebs despolarizante com 60 mM de KCI (mM): NaCl (62,5), KCI (60),
MgS0O,4.7H,0 (5,7), KH,PO4.H,0 (1,1), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3 (25)

Solucéo de Krebs despolarizante com 80 mM de KCI (mM): NaCl (42,5), KCI (80),
MgSO4.7H,0 (5,7), KH,PO4.H,0 (1,1), CaCl,.2H,0 (2,5), glicose (11), NaHCO3 (25)
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Solucdo de Krebs despolarizante e nominalmente sem Ca?" (mM): NaCl (42,5),
KCI (80), MgS04.7H,0 (5,7), KH,PO4.H,0 (1,1), glicose (11), NaHCOg3 (25)

Solucdo de Krebs despolarizante e livre de Ca?* (mM): NaCl (42,5), KCI (80),
MgS0..7H,0 (5,7), KH,PO4.H,0 (1,1), glicose (11), NaHCOj3 (25), EDTA (3,0)

3.1.5 Preparacao das solucdes-estoque das substancias em estudo

FGAL foi dissolvido em cremofor® formando uma solucdo de
concentracdo de 102 M (solucgéo-estoque), que foi estocada a -20 °C, sendo diluida
em agua destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental.

A concentracdo final de cremofor® nas cubas nunca excedeu 0,01 %
(v/v), nesta concentracéo o cremofor® é desprovido de efeito contrétil ou relaxante.

Os bloqueadores e inibidores utilizados foram dissolvidos em agua
destilada exceto o &cido araquiddnico, glibenclamida e o dietilestilbestrol que foram
dissolvidos em etanol PA (95 %), de acordo com as recomendacdes dos fornecedores.
As solucdes-estoque na concentracdo de 10?M foram armazenadas a -20 °C,
sendo diluidas com &agua destilada para obtencdo da concentracdo desejada,
imediatamente antes dos protocolos experimentais e conforme a necessidade

desses protocolos.
3.1.6 Aparelhos

As contracbes isométricas eram registradas através de transdutores de
forca modelo FORT-10 conectados a um amplificador modelo TMB4M (ambos da
World Precision Instruments, Sarasota, FL, EUA), que por sua vez estava conectado
a uma placa conversora analégico/digital instalada em um microcomputador rodando

o programa BioMed® vers&o Rv2 (BioData, Jodo Pessoa, PB, Brasil) (Figura 4).
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Figura 4 - Fotos do sistema de aquisicdo de dados digital

WD 2 AN

Ribeiro, 2007.

Os valores do pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG 2000 (GEHAKA, S&o Paulo, SP, Brasil).

A temperatura das cubas era controlada por uma bomba termostatica
modelo Polystat 12002 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo
AG200, e os animais em balanca semi-analitica (ambas da GEHAKA, Séo Paulo,
SP, Brasil).
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3.2 METODOS

O desenvolvimento da metodologia empregada consta de uma triagem
farmacoldgica inicial das atividades hemolitica e anti-hemolitica, além da
investigagdo espasmolitica em utero de rata, ileo e traqueia de cobaia e aorta de
rato. Em seguida, realizou-se a investigacdo do mecanismo de acdo espasmolitico

em traqueia e aorta (Esquema 2).

Esquema 2 - Fluxograma da metodologia utilizada nos ensaios farmacologicos.

‘ Triagem
[— farmacolégica —l
. Atividade hemolitica e anti- Atividade espasmolitica
hemolitica (atero, ileo, traqueia e aorta)
A
[ \
Investigacao mecanismo Investigacdo mecanismo
de acao em aorta | de acao em traqueia
//Avaliagio da Avaliacao da \

Investigacdo Investigagio participacao ‘ :::t'ii:f:a‘:;gg participagao
da liberacdo  participagdo nucleotideos | canals de Caz* canais de K*

Ca?* do RS da PKC ciclicos | (Ca,eROC)  (BKca SKey,

: (AMPc / GMPc) | Vi L Ky Kare Ki)

MACEDO, 2012



56
MACEDO, C. L. Material e métodos

3.2.1 Avaliagéo citotdéxica de FGAL em eritrécitos de rato

3.2.1.1 Efeito hemolitico de FGAL em eritrocitos de rato

Esse procedimento seguiu a metodologia descrita por Rangel et al.
(1997). Os ratos pesando entre 250 e 350 g eram mantidos em jejum por um periodo
de 12 horas, tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos
este periodo uma amostra de sangue era coletada, em torno de 8 mL, através de
uma puncdo cardiaca e imediatamente misturada com 5 gotas de heparina sob
agitacdo lenta e constante para evitar coagulacdo. Em seguida, esse sangue era
adicionado a tubos de centrifuga na propor¢cdo de 5 mL de sangue com 5 mL de
solucédo de NaCl 0,9% e centrifugada a 5000 rpm durante 3 minutos para obtencao
dos eritrocitos. Este procedimento era repetido mais duas vezes e o sedimento da
ultima centrifugacao era ressuspenso a 0,5% em solug¢édo de NaCl (0,9%). FGAL era
adicionado a 4 mL da suspensdo de eritrocitos nas concentraces de 3 x10™ e
10 M. O controle negativo era montado com suspensdo de eritrécitos mais NaCl
(em torno de 0% de hemdlise) e o controle positivo com suspensédo de eritrocitos
mais 100 pL de Triton X-100 a 1% (100% de hemdlise). As amostras eram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo lenta e constante.
Decorrido este tempo eram centrifugadas a 5000 rpm durante 3 minutos e a
hemolise foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm e expressa em

absorbancia, que é diretamente proporcional a taxa de hemdlise.

3.2.1.2 Efeito anti-hemolitico de FGAL em eritrocitos de rato

Os eritrocitos eram obtidos conforme descrito no item 3.2.1.1. Em
seguida, esses eritrocitos eram adicionados a 4 mL de solugbes de NaCl com
concentragdes diferentes (0,12; 0,36; 0,6 e 0,9%), variando de um meio hipoténico
(NaCl 0,12%) a meios isotonicos (NaCl 0,36; 0,6 e 0,9%) na auséncia e presenca de
FGAL 3 x 10° e 10* M. O controle era montado com suspenséo de eritrécitos mais
NaCl. As amostras eram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacéo
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lenta e constante. Decorrido este tempo eram centrifugadas a 5000 rpm durante 3
minutos e a hemolise foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm e expressa
em absorbancia, sendo a absorbancia diretamente proporcional a intensidade de

hemolise.

3.2.2 Triagem farmacoldgica

3.2.2.1 Efeito de FGAL frente as contragfes fasicas induzidas por ocitocina ou

carbacol em Utero isolado de rata

O animal foi tratado 24 horas antes com dietilestilbestrol (0,1 mg/kg) via
subcutanea para inducao do estro. Apos este periodo 0s animais eram eutanasiados
por deslocamento cervical seguido de seccdo dos vasos. Aberta a cavidade
abdominal, fazia-se a dissecacdo do Utero colocando-o em uma placa de Petri
contendo solug&o nutritiva de Locke Ringer a 32° C sob aeragdo com carbogénio.
Em seguida, os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma incisao,
abertos longitudinalmente e suspensos individualmente em cubas de vidro (5 mL)
através de um fio de algodao, sob tensdo de 1,0 grama. Para estabilizacdo da
preparacdo, esta era mantida em repouso por 40 minutos antes do contato com
qualquer agente. Durante este periodo a solucdo nutritiva era trocada a cada 10
minutos. Apés o periodo de estabilizacdo eram induzidas duas contracfes isotbnicas
de magnitude similares com ocitocina (10 UI/mL) ou com carbacol (10° M), sendo a
segunda contracdo induzida apés o retorno da primeira contragdo ao ténus basal,
em concentracdes sub-maximas (controle). Apés o retorno da segunda contracao ao
tbnus basal, FGAL era incubado por 15 minutos em preparacfes diferentes, e na
presenca desse, era induzida uma terceira contracao utilizando um dos agonistas. A
inibicdo da contracdo foi avaliada por comparacdo das respostas antes (controle,
100%) e apos a adicao de FGAL a cuba.

A Clsp (concentracdo de uma substancia que inibe 50 % do efeito
maximo produzido por um agonista) era obtida em cada um dos experimentos,

calculados pelo uso da regresséo nao linear e expressos como Clsp + e.p.m.
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3.2.2.2 Efeito de FGAL frente as contragdes fasicas induzidas por carbacol ou
histamina em ileo isolado de cobaia

O animal era mantido em jejum por um periodo de 18 horas (dando-lhe
somente agua nesse periodo) e eutanasiado por deslocamento cervical seguido por
seccdo dos vasos. O abdébmen era aberto e um segmento do ileo de
aproximadamente 15 cm de comprimento foi retirado e colocado em solugéo nutritiva
de Krebs modificada a 37 °C sob aeracdo com carbogénio. Apds cuidadosa
dissecacdo, o segmento do ileo era seccionado em fragmentos de 2 a 3 cm de
comprimento, suspensos individualmente em cubas de vidro (5 mL) por fios de
algodao, sob uma tensdo de 1 grama e deixados em repouso por 30 minutos, tempo
necessario para perfeita estabilizacdo da preparacdo. Durante este periodo a
solucdo nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Apds a estabilizacdo do tecido,
eram obtidas duas contracbes isotdnicas de magnitude similares (controle),
induzidas por concentracdes submaximas de carbacol ou de histamina (10° M),
sendo a segunda contracao induzida apds o retorno da primeira contragdo ao ténus
basal, em preparacfes diferentes. Apds o retorno da segunda contracdo ao ténus
basal, FGAL era incubado por 15 minutos e na presenca deste, induzida uma

terceira contracdo utilizando um dos agonistas.

A Clso foi obtida em cada um dos experimentos, calculados pelo uso da

regressao nao linear e expressos como Clsg + e.p.m.

3.2.2.3 Efeito de FGAL sobre o tbnus basal e sobre a traqueia de cobaia pré-

contraida com carbacol

Os cobaias eram eutanasiados por concussdo cerebral seguida por
seccao dos vasos cervicais. O torax do cobaia era aberto e dissecado, a traqueia foi
retirada e limpa de todo o tecido conjuntivo e adiposo. O 6rgéo era dividido em
segmentos, contendo 3-4 anéis de cartilagem cada. Esses segmentos eram

suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel em cubas de vidro (5 mL)
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contendo solugédo nutritiva de Krebs e sob tensdo de 1 g. Estes tecidos eram
mantidos a uma temperatura de 37° C, aerados com carbogénio, e permaneciam em
repouso durante 1 hora, sendo a solucdo trocada a cada 15 min. Apdos o periodo de
estabilizacéo, uma primeira contracao foi induzida pela adicdo de 10° M de carbacol
(CCh) a cuba.

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicdo de acido
araquidénico (AA) & cuba na concentracdo de 10* M (TSCHIRHART et al., 1987)
durante a fase tonica da primeira resposta induzida por carbacol, onde aneis que
obtiveram relaxamentos superiores a 50 % (em relacéo a forca de contracao inicial)
eram considerados com epitélio funcional. Anéis de traqueia sem epitélio eram
obtidos através da retirada do mesmo por atrito do limen do 6rgdo com uma haste
envolta em algoddo e embebida com solucdo de Krebs. A retirada do epitélio foi
confirmada pela auséncia de relaxamento em resposta a adicdo de AA a cuba ou
guando este relaxamento foi inferior a 10 %, sendo este anel considerado sem
epitélio funcional. Em seguida as solu¢bes de banho eram trocadas, sendo as
preparacgfes lavadas a cada 15 min com solucdo de Krebs durante um periodo total
de 30 min. FGAL foi adicionado a cuba durante o tdbnus basal na concentracdo de
10 M ou durante a fase ténica sustentada da segunda curva concentracdo-resposta
ao CCh (o qual permanecera em contato com o 6rgédo desde a indugéo da contracao
até 0 Enmax induzido por FGAL) de maneira cumulativa e nas concentracdes de
(10%-3x10°M). O relaxamento produzido por FGAL era expresso como a
percentagem reversa da forca de contracdo inicial produzida pelos agentes
contréateis.

Os valores de pD; (logaritmo negativo da CEsp) foram expressos como
a média + e.p.m. dos valores individuais de pD,, obtidos a partir dos valores de CEsg
(concentracdo de uma substéncia que produz 50 % de seu efeito maximo) e
calculados pelo uso da regressao néao linear de cada curva concentragao-resposta

de relaxamento para FGAL de cada um dos experimentos.
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3.2.2.4 Efeito de FGAL sobre o tébnus basal e sobre a aorta de rato pré-

contraida com fenilefrina

Os ratos eram eutanasiados por deslocamento cervical seguido por
seccao dos vasos cervicais. O torax do animal era aberto e dissecado, a aorta
torécica era retirada cuidadosamente e anéis aorticos de 3-5 mm eram obtidos livres
de tecido conjuntivo e adiposo. Para obtencédo das respostas isométricas, 0s anéis
eram suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel conectadas a
transdutores de forca, em cubas de vidro (5 mL) contendo solucédo de Krebs a 37 °C
e aerados com mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,). Os anéis adrticos
eram deixados por um periodo de 1 hora em repouso, durante o qual eram mantidos
sob uma tensao inicial de 1 g. Durante esse periodo, a solugdo nutritiva era
renovada a cada 15 min para prevenir a interferéncia de metabodlitos (ALTURA;
ALTURA, 1970).

Apbs o periodo de estabilizacao, era induzida uma contragdo com FEN
na concentracdo de 3 x 107 M. A integridade do endotélio vascular era verificada
pela adicdo de ACh (10°M) & cuba durante a fase tonica da primeira contracdo
induzida por FEN (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis sem endotélio funcional
eram obtidos pela remocdo mecénica da camada endotelial, através do atrito
provocado pela haste metalica em contato com a parede interna do vaso. O
endotélio vascular era considerado integro quando os anéis adrticos apresentavam
relaxamento induzido por ACh igual ou superior a 50 % (em relacdo a forca maxima
da contracéo inicial) e a retirada do endotélio era confirmada quando ndo havia
relaxamento, ou esse era inferior a 10 %. Em seguida, as preparacdes eram lavadas
a cada 15 min durante um periodo total de 30 min, e entdo uma segunda contracao
era induzida pela adicéo de 3 x 107 M de FEN. FGAL foi adicionado & cuba durante
o ténus basal na concentracdo de 10° M ou durante a fase tdnica da segunda
contracao induzida por FEN (a qual permanecera em contato com o 6rgédo desde a
indugdo da contragdo até o Emax induzido por FGAL) de maneira cumulativa

(10- 3 x 10°° M), sendo avaliado o seu efeito.
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Os valores de pD; (logaritmo negativo da CEsp) foram expressos como
a média + e.p.m. dos valores individuais de pD,, obtidos a partir dos valores de CEsg
(concentracdo de uma substéncia que produz 50% de seu efeito méximo) e
calculados pelo uso da regressao néao linear de cada curva concentragao-resposta

de relaxamento para FGAL de cada um dos experimentos.

3.2.3 Investigacdo do mecanismo de acao de FGAL em traqueia de cobaia

3.2.3.1 Avaliacéo da participacdo dos canais de K* e de Ca**

3.2.3.1.1 Efeito de FGAL sobre a traqueia de cobaia pré-contraida com 18 ou

60 mM de KCIl em traqueia de cobaia

A traqueia era montada como descrito no item 3.2.2.3, e apds o periodo
de estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 10° M de CCh ou com 60 mM de
KCI. Apés 30 minutos decorridos da primeira contracdo, uma segunda resposta
contratil era induzida por 30 ou 80 mM de KCI. Durante a fase tdnica sustentada
dessa segunda contracdo, FGAL era adicionado a cuba em concentracdes
cumulativas de 10® a 10° M (RAEBURN; GIEMBYCZ, 1995). O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contracao inicial induzida por KCIl e os
valores de Emax de FGAL foram obtidos para contracdes induzidas por 30 ou 80 mM
de KCI. Os valores de pD, de FGAL foram calculados a partir das curvas

concentracdes-resposta, nas contracdes induzidas por KCI 18 mM ou 60 mM.
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3.2.3.2 Investigacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito
relaxante de FGAL em traqueia de cobaia

3.2.3.2.1 Efeito relaxante de FGAL em traqueia de cobaia pré-contraida com
CCh na auséncia e presenca de TEA" (10 mM)

A traqueia era montada segundo o descrito no item 3.2.2.3, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era adicionado a cuba 10 mM de TEA®, o qual nessa
concentragcdo € usado como bloqueador ndo seletivo de canais de K* (NIU et al.,
2008), por um periodo de 20 min e uma nova contracdo com CCh (10° M) era
induzida ainda na presenca desse bloqueador. Durante a fase tbnica sustentada
dessa segunda contracdo FGAL era adicionada a cuba de maneira cumulativa.
Simultaneamente eram realizados experimentos onde ndo havia a pré-incubacéo da
preparacdo com o bloqueador (controle). O relaxamento produzido por FGAL foi
expresso como a percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agonista.
Os valores de pD, de FGAL foram calculados a partir das curvas concentracoes-

resposta, na presenca e na auséncia de 10 mM de TEA™.

3.2.3.2.2 Efeito relaxante de FGAL em traqueia de cobaia pré-contraida com
CCh na auséncia e presenca de varios bloqueadores de canais de K*

A traqueia era montada segundo o descrito no item 3.2.2.3, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era adicionado a cuba, em experimentos independentes,
1 mM de TEA", o qual nessa concentracéo & usado como um bloqueador dos BKc,
(NIU et al., 2008); 3 x 10° M de glibenclamida, um bloqueador dos Karp (MISHRA;
AARONSON, 1999); 3 mM de 4-AP, um bloqueador seletivo dos Ky (COLE et al.,
1996); 10* M de BaCl,, um bloqueador seletivo dos K;; (ORIE et al., 2006); 5 x 10®
M de apamina, um bloqueador seletivo dos SKca (VAN DER STAAY et al., 1999); por
um periodo de 20 min e uma nova contragdo com CCh (10° M) era induzida ainda

na presenca desses bloqueadores. Durante a fase tbnica sustentada dessa segunda
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contragdo FGAL era adicionada a cuba de maneira cumulativa. Simultaneamente
eram realizados experimentos onde ndo havia a pré-incubacdo da preparacao com
os bloqueadores (controle). O relaxamento produzido por FGAL foi expresso como a
percentagem reversa da contragdo inicial induzida pelo agonista. Os valores de pD,
de FGAL foram calculados a partir das curvas concentragdes-resposta, na presenca

e na auséncia dos blogueadores.

3.2.3.3 Avaliacao da participacao de nucleotidios ciclicos no efeito relaxante de

FGAL em traqueia isolada de cobaia

3.2.3.3.1 Efeito relaxante de aminofilina na auséncia e presenca de FGAL

A traqueia era montada segundo o descrito no item 3.2.2.3, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, FGAL era pré-incubado na concentracdo de 3 x 10° M, por
um periodo de 15 min e uma nova contragdo com CCh (10° M) era induzida.
Durante a fase tOnica sustentada dessa segunda contragdo aminofilina, um inibidor
inespecifico de PDE era adicionada a cuba de maneira cumulativa. Simultaneamente
eram realizados experimentos onde nao havia a pré-incubacdo de FGAL. O
relaxamento produzido pela aminofilina foi expresso como a percentagem reversa da
contracao inicial induzida pelo agonista. Os valores de pD, de aminofilina foram
calculados a partir das curvas concentragdes-resposta, na presenca e na auséncia
de FGAL.
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3.2.4 Investigacao do mecanismo de acao de FGAL em aorta de rato
3.2.4.1 Avaliacdo da participacdo dos canais de K* e de Ca**

3.2.4.1.1 Efeito de FGAL sobre a aorta de rato pré-contraida com 30 ou 80 mM
de KCI

A aorta era montada como descrito no item 3.2.2.4, e apés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com fenilefrina na concentragdo sub-
maxima de 3 x 107 M. Ap6s 30 minutos decorridos da primeira contracdo, uma
segunda resposta contratil era induzida por 30 ou 80 mM de KCI. Durante a fase
tbnica sustentada dessa segunda contracdo, FGAL era adicionado a cuba em
concentracdes cumulativas de 10® a 10° M (GURNEY, 1994). O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da contracao inicial induzida por KCIl e os
valores de Emax de FGAL foram obtidos para contracdes induzidas por 30 ou 80 mM
de KCI. Os valores de pD, de FGAL foram calculados a partir das curvas

concentracdes-resposta, nas contragdes induzidas por 30 ou 80 mM de KCI.

3.2.4.2 Investigacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito

relaxante de FGAL em aorta isolada de rato

3.2.4.2.1 Efeito relaxante de FGAL em aorta de rato pré-contraida com FEN na

auséncia e presenca de TEA* (10 mM)

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era adicionado a cuba 10 mM de TEA®, o qual nessa
concentracdo € usado como bloqueador ndo seletivo de canais de K™ (NIU et al.,
2008), por um periodo de 20 min e uma nova contracdo com fenilefrina (3 x 107 M)
era induzida ainda na presenca desse bloqueador. Durante a fase tbnica sustentada

dessa segunda contracdo FGAL era adicionado a cuba de maneira cumulativa.
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Simultaneamente eram realizados experimentos onde ndo havia a pré-incubacédo da
preparacdo com o bloqueador (controle). O relaxamento produzido por FGAL foi
expresso como a percentagem reversa da contracdo inicial induzida pelo agonista.
Os valores de pD, de FGAL foram calculados a partir das curvas concentracoes-

resposta, na presenca e na auséncia de 10 mM de TEA™.

3.2.4.2.2 Efeito relaxante de FGAL em aorta de rato pré-contraida com FEN na

auséncia e presenca de varios bloqueadores de canais de K*

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4 e apds 0s
procedimentos iniciais, era adicionado a cuba, em experimentos independentes,
glibenclamida, um bloqueador seletivo dos Karp (MISHRA; AARONSON, 1999) na
concentracdo de 10° M (MARTINEZ et al., 2004); apamina, um bloqueador seletivo
dos SKca) (VAN DER STAAY et al., 1999), na concentracéo de 5 x 10° M (ISHIDA et
al.,, 1999); BaCl,, um bloqueador seletivo dos K; (ORIE et al., 2006), na
concentracdo de 10*M (NELSON; QUAYLE, 1995; ORIE et al., 2006); 4-AP, um
bloqueador seletivo dos Ky (COLE et al., 1996), na concentracdo de 10> M (ROHRA;
SAITO; OHIZUMI, 2003); TEA" (1 mM), o qual nessa concentracdo € um bloqueador
dos BKca por um periodo de 20 min e uma nova contracdo com fenilefrina
(3 x 107" M) era induzida ainda na presenca desse bloqueador. Durante a fase tonica
sustentada dessa segunda contracdo FGAL era adicionado a cuba de maneira
cumulativa. Experimentos também eram realizados na auséncia dos bloqueadores
(controle). O relaxamento produzido por FGAL foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida pelo agonista. Os valores de pD, de FGAL
foram calculados a partir das curvas concentragcdoes-resposta, na auséncia e

presenca dos bloqueadores.
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3.2.4.3 Avaliacéo do efeito de FGAL sobre o influxo e liberacdo do RS de Ca*

3.2.4.3.1 Efeito de FGAL frente as contracdes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante nominalmente sem calcio

A montagem para este experimento era semelhante ao descrito no item
3.2.2.4. O tecido permanecia em repouso por 60 minutos com a solucdo de Krebs
seguido de mais 15 minutos com a solucdo despolarizante nominalmente sem Ca?",
mais 15 minutos com solucdo de Krebs livre de Ca®" e 15 minutos com solucéo
despolarizante nominalmente sem Ca®*. Eram induzidas duas curvas similares de
maneira concentracdo-resposta cumulativa para CaCl,. Apds estas respostas, as
preparacoes eram lavadas e FGAL era incubado na auséncia de CaCl, em
preparacdes diferentes durante 15 minutos e apos este periodo uma terceira curva
cumulativa ao CaCl, era obtida na presenca de diferentes concentracfes de FGAL.
Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta contratil
na presenca de FGAL com aquela obtida pela amplitude média das curvas controle.
O Emax dessas contracdes foi analisado e comparado na auséncia e presenca de

diferentes concentracfes de FGAL.

3.2.4.3.2 Efeito de FGAL frente as contracdes induzidas por CaCl, na presenca
de verapamil e fenilefrina

A montagem para este experimento era semelhante ao descrito no item
3.2.2.4. O tecido permanecia em repouso por 60 minutos com a solucdo de Krebs,
ap6s esse periodo era adicionado a cuba 10°® M de verapamil por 10 minutos,
seguido de uma contrac&o induzida por 10° M de FEN e sobre o componente t6nico
dessa contracdo eram induzidas duas curvas similares de maneira concentracéo-
resposta cumulativa para CaCl,. ApOs estas respostas, as preparacdes eram
lavadas, verapamil era adicionado a cuba, em seguida FGAL em diferentes
concentracOes era incubado em preparacdes diferentes durante 10 minutos e FEN

era adicionada a cuba onde sobre o componente ténico dessa contracdo uma curva
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cumulativa ao CacCl, era obtida na presenca de diferentes concentragbes de FGAL
(ZHU et al.,, 2007; SENEJOUX et al.,, 2010). Os resultados foram avaliados
comparando-se a percentagem da resposta contratil na presenca de FGAL com
aquela obtida pela amplitude média das curvas controle. O Enax dessas contracoes
foi analisado e comparado na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de
FGAL.

3.2.4.3.3 Efeito de FGAL sobre a mobilizacdo de célcio do reticulo

sarcoplasmaético sensiveis a FEN

Ap6s um periodo de estabilizagdo de 1 hora em Krebs normal era
adicionado a cuba FEN (10°M), onde o componente fasico dessas contracdes é
dependente de célcio intracelular. O experimento foi realizado de acordo com a
seguinte sequéncia: adicdo de Krebs normal por 15 minutos seguida da adicdo de
Krebs livre de Ca®" por 10 minutos e ap6s este periodo adicdo de FEN a cuba para
obtencdo de contracbes fasicas (2 ou 3) até o esvaziamento dos estoques
intracelulares. Em seguida, a solucdo do banho era trocada por Krebs normal (15
minutos) para promover a reestocagem do Ca®" intracelular, posteriormente o liquido
era substituido por Krebs livre de Ca®" (10 minutos) e ap6s este periodo FEN
(10° M) era adicionada ao banho para obtencdo de contracbes fasicas. Este
procedimento era repetido até a obtencdo de duas curvas de magnitude similar a
FEN. Em seguida, FGAL era incubado por 15 minutos, em diferentes concentracdes
e em preparacdes distintas, e depois uma terceira curva em resposta a FEN era
promovida. A inibicdo da contracéo fasica foi calculada comparando-se as respostas
antes (100%) e depois da adicdo de FGAL as cubas.
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3.2.4.4 Avaliacao da participacao de nucleotidios ciclicos no efeito relaxante de
FGAL em aorta isolada de rato

3.2.4.4.1 Efeito vasorrelaxante de aminofilina na auséncia e presenca de FGAL

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era induzido um contragdo com 3 x 107 M de FEN. Em
seguida, aminofilina, um inibidor ndo seletivo das enzimas fosfodiesterases (PDE)
(HIRSH et al., 2004) era adicionada de forma cumulativa na cuba e na auséncia e
presenca de 3 x 10° M de FGAL (SATO et al., 2006). O relaxamento produzido pela
aminofilina foi expresso como a percentagem reversa da contragéo inicial induzida
pela aminofilina. Os valores de pD, de aminofilina foram calculados a partir das

curvas concentracfes-resposta, na auséncia e presenca de FGAL.

3.2.4.4.2 Efeito vasorrelaxante de milrinona na auséncia e presenca de FGAL

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era induzido um contracdo com 3 x 107 M de FEN. Em
seguida, milrinona, um inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase (PDE) Il
(LUGNIER, C., 2006) era adicionada de forma cumulativa na cuba e na auséncia e
presenca de 3 x 10° M de FGAL (SATO et al., 2006). O relaxamento produzido pela
milrinona foi expresso como a percentagem reversa da contragdo inicial induzida
pela milrinona. Os valores de pD, de milrinona foram calculados a partir das curvas

concentracOes-resposta, na auséncia e presenca de FGAL.

3.2.4.4.3 Efeito vasorrelaxante de sildenafila na auséncia e presenca de FGAL

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4, e ap6s 0s
procedimentos iniciais, era induzido um contragdo com 3 x 107 M de FEN. Em
seguida, sildenafila, um inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase (PDE) V
(LUGNIER, C., 2006) era adicionada de forma cumulativa na cuba e na auséncia e
presenca de 3 X 10° M de FGAL (SATO et al., 2006). O relaxamento produzido pela

sildenafila foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial induzida
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pela sildenafila. Os valores de pD, de sildenafila foram calculados a partir das curvas
concentracOes-resposta, na auséncia e presenca de FGAL.

3.2.4.5 Avaliagéo da participagcdo da PKC no efeito relaxante de FGAL em aorta
isolada de rato

3.2.4.5.1 Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre as contragdes tdnicas induzidas
por FEN ou PMA

A aorta era montada segundo o descrito no item 3.2.2.4, e ap0s 0s
procedimentos iniciais, era adicionado & cuba 3 x 107 M de FEN ou 3 pM de 13-
acetato, 12-miristato forbol (PMA), um ativador ndo seletivo da PKC (STAPLETON,
L. M. et al.,, 2010) para inducdo da contracdo. Durante a fase tonica sustentada
dessa contragdo FGAL era adicionado a cuba de maneira cumulativa (ALVAREZ, E.
et al., 2006). O relaxamento produzido por FGAL foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida pelo PMA. O valor de pD, de FGAL foi

calculado a partir da curva concentracéo-resposta na presenca de PMA.
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3.2.4 Andélise estatistica

Os valores da concentracdo de uma substancia que produz uma
resposta de 50% de seu efeito maximo (CEso) e a concentragéo de uma substancia
que inibe 50% da resposta maxima de um agonista (Clsg) e pD, (logaritmo negativo
na base 10 do valor de CEsy) (JENKINSON et al.,, 1995) foram calculados por
regressdo nao linear e estdo apresentados como média = erro padrdo da
média + e.p.m.) em todos 0s experimentos realizados.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-
se os testes “t” (pareado e ndo pareado) e analise de variancia (ANOVA) “one-way”
seguido do teste de Bonferroni, onde os valores de p < 0,05 foram considerados
significantes.

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism
versao 5.02 (GraphPad Software Inc., USA).
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4.1 Avaliacao citotoxica de FGAL em eritrocitos de rato

4.1.1 Efeito hemolitico de FGAL em eritrécitos de rato

O flavonoide em estudo ndo apresentou efeito hemolitico (diretamente

proporcional a absorbancia) em eritrocitos de

rato nas concentracées de

3x10°e 10*M, quando comparados ao grupo controle positivo (Triton X-100) e

controle negativo (NaCl 0,9%) (Gréafico 1).

Gréfico 1 - Efeito hemolitico de FGAL em eritrcitos de rato.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. (n = 3
animais). Triton X-100 a 1% (controle positivo) e NaCl (controle negativo) (MACEDO, 2012).
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4.1.2 Efeito anti-hemolitico de FGAL em eritrécitos de rato

FGAL ndao inibiu a lise dos eritrécitos de rato, expostos as diferentes
condi¢cdes: meios isotdnico NaCl 0,9% e hipotoénico NaCl (0,12; 0,36 e 0,6%). Uma
vez que nao houve diferenca na taxa de hemdlise (diretamente proporcional a
absorbancia), quando as hemacias foram expostas as diferentes concentracdes de
NaCl, na auséncia e na presenca de FGAL (3 x 10° e 10™* M) (Gréfico 2).

Gréafico 2 - Efeito anti-hemolitico de FGAL em eritrécitos de rato.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. (n =3
animais). Controle (l); FGAL 3 x 10®° () e 10 M ((J) (MACEDO, 2012).
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4.2 Triagem farmacolégica

4.2.1 Efeito de FGAL frente as contracfes fasicas induzidas por ocitocina ou

carbacol em Utero isolado de rata

O flavonoide FGAL (10° — 3 x 10™* M), pré-incubado por 15 min., inibiu
de maneira dependente de concentracdo as contracfes fasicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina e por 10 M de carbacol em Utero isolado de rata. Os valores
de Clgg de FGAL foram de 2,2+0,4x10°M frente a ocitocina e de
7,7+1,3x 10 M frente ao carbacol (Grafico 3). Os valores de Cls, apresentaram
diferenca significante, sendo que FGAL foi cerca de 3,5 vezes mais potente em inibir
as contragdes induzidas por ocitocina. A responsividade do Utero aos agonistas
contrateis testados foi restaurada 1 hora apos a retirada de FGAL na concentracéo
de 3 x 10* M da cuba (Figura 5).
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Figura 5 - Registro representativo do efeito de FGAL sobre a inibicdo das contracdes
fasicas induzidas por CCh em Utero de rata.
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As setas para cima indicam a adicao de 10° M de CCh ou de 3 x 10 M de FGAL
(MACEDO, 2012).
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Gréafico 3 - Efeito de FGAL frente as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) e 10 M de carbacol (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 **p < 0,01

e **p < 0,001 (controle vs FGAL; ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni). (n =5
animais) (MACEDO, 2012).
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4.2.2 Efeito de FGAL frente as contra¢cdes fasicas induzidas por carbacol ou
histamina em ileo isolado de cobaia

FGAL (3 x 10° — 3 x 10* M), pré-incubado por 15 min., inibiu as
contragdes fasicas em ileo isolado de cobaia induzidas por 10° M de carbacol ou de
histamina, de maneira dependente de concentracdo. Os valores de Clsg de FGAL
foram de 2,6+0,4x10°M frente ao carbacol (agonista muscarinico) e de
2,3+0,5x 10° M frente & histamina (agonista histaminérgico) (Grafico 4). Os valores
de Clsp ndo apresentaram diferenca significante. A responsividade do ileo aos
agonistas contrateis testados foi restaurada 1 hora apds a retirada de FGAL na

concentracdo de 3 x 10“ M da cuba (Figura 6).
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Figura 6 - Registro representativo do efeito de FGAL sobre a inibicdo das contractes
fasicas induzidas por CCh em ileo de cobaia.

s , .‘ |

CCh CCh FGAL CCh CCh
10°M 10°M 3x10*M 10°® M 10°% M

As setas para cima indicam a adicéo de 10° M de CCh ou de 3 x 10™* M de FGAL
(MACEDO, 2012).
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Gréfico 4 - Efeito de FGAL frente as contracées fasicas induzidas por 10° M de CCh (A) e
por 10°® M de histamina (B) em ileo isolado de cobaia.
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As colunas e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente. *p < 0,05

e ***p < 0,001 (controle vs FGAL; ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni) (n =5
animais) (MACEDO, 2012).
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4.2.3 Efeito de FGAL sobre o tdbnus basal e sobre a tragueia de cobaia pré-

contraida com carbacol

FGAL na concentracdo de 10 M n&o alterou o tdnus basal da traqueia
isolada de cobaia (dados ndo mostrados). Porém, FGAL (10%— 3 x 10™ M) relaxou
de maneira dependente de concentracdo (R? = 0,95) os anéis de traqueia isolada de
cobaia pré-contraida com CCh (10°M) na auséncia (pD,=5,11+0,07) e na
presenca (pD, = 5,02 + 0,07) de epitélio funcional e de forma equipotente (Figura 7 e
Gréfico 5). O tempo necessario para FGAL relaxar a traqueia de cobaia na auséncia
e presenca de epitélio foi em média 190 + 14 e 178 + 10 min, respectivamente, ndo
havendo diferenga significante entre esses tempos. O CCh permaneceu em contato
com o Orgao desde a inducdo da contracdo até o Emax induzido por FGAL, cujo
tempo foi em média de 205 + 10 min.

A responsividade da traqueia ao carbacol foi restaurada 2 horas apos a

retirada de FGAL da cuba (dados ndo mostrados).
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Figura 7 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia preé-
contraida com CCh, na auséncia (A) e na presenca (B) de epitélio.
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo de FGAL nas concentracdes de
10%,3x10% 107,3x10°,10° 3x10° 10° e3x10®

) M. Carbacol (CCh), &cido
araquiddnico (AA) (10 M), lavagem (L) (MACEDO, 2012).
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Gréfico 5 - Efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia pré-contraida com
carbacol, na auséncia (o) e presenca (e) de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais). (teste t ndo-pareado: auséncia vs presenca de epitélio) (MACEDO, 2012).
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4.2.4 Efeito de FGAL sobre o tdnus basal e sobre a aorta de rato pré-contraida

com fenilefrina

FGAL na concentracdo de 10° M ndo alterou o ténus basal da aorta
isolada de rato (dados ndo mostrados). Porém, FGAL (10® — 3 x 10° M) relaxou os
anéis de aorta de rato, pré-contraidos com fenilefrina (3 x 107 M), de maneira
equipotente e dependente de concentracdo (R® = 0,95), na presenca
(pD2=5,31 + 0,10) e na auséncia (pD,= 5,35 + 0,11) de endotélio funcional (Figura 8
e Grafico 6). O tempo médio que FGAL levou para relaxar a aorta de rato foi de
170 + 20 e 158 + 14 min para anéis sem e com endotélio funcional, respectivamente.
N&o houve diferenca significante entre esses valores do tempo de relaxamento do
orgdo na auséncia e presenca de endotélio. A FEN permaneceu em contato com o
orgao desde a inducdo da contracdo até o Enax induzido por FGAL, cujo tempo foi
em média de 185 + 15 min.

A responsividade da aorta a fenilefrina foi restaurada 2 horas apds a

retirada de FGAL da cuba (dados ndo mostrados).
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Figura 8 - Registro representativo do efeito vasorrelaxante de FGAL sobre a aorta de rato
pré-contraida com 3 x 107 M de FEN, na auséncia (A) e na presenca (B) de endotélio.
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo de FGAL nas concentracdes de
10°,3x10% 107,3x107,10°, 3x10° 10° e3x10°M, respectivamente. Fenilefrina
(FEN), acetilcolina (ACh), lavagem (L) (MACEDO, 2012).
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Grafico 6 - Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre a aorta de rato pré-contraida com
3 x 107 M de fenilefrina, na auséncia (m) e na presenca () de endotélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais). (teste t ndo-pareado: auséncia vs presenca de endotélio) (MACEDO, 2012).
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4.2.5 Comparacédo entre a poténcia espasmolitica de FGAL em Uutero de rato,
ileo e traqueia de cobaia e aorta de rato

O flavonoide FGAL apresentou efeito espasmolitico ndo seletivo nos
guatro orgaos testados, como demonstrado nas tabelas 1 e 2 através dos valores de
Clsg, CE5g € pDz

Tabela 1 - Valores de Clso do efeito espasmolitico de FGAL em utero de rata e ileo de
cobaia.

Orgéo Agonista Clso (M)

Otero CCh 7,7+1,3x 10‘2**
Ocitocina 2,2+0,4x10

ileo Histamina 2,3+0,5x 10:2
CCh 2,6+0,4x10

ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni: **p < 0,01 ((tero vs ileo) (MACEDO,
2012).

Tabela 2 - Valores de CEs, e pD, do efeito espasmolitico de FGAL em traqueia de cobaia e
aorta de rato.

Orgdo Agonista CEso (M) oD,
Traqueia CCh (- epitélio) 0,8+0,1x107 5,11 + 0,07

CCh (+ epitélio) 1,0+0,1 x 10® 5,02 + 0,07
Aorta FEN (- endotélio) 50+0,5x10° 535+0,11

FEN (+ endotélio) 5,4 0,4 x 10 5,31 + 0,10*

Teste t: *p < 0,05 traqueia (+) epitélio vs aorta (+) endotélio. (-) = auséncia e (+) = presenca
(MACEDO, 2012).
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4.3 Investigacao do mecanismo de acdo de FGAL em traqueia de cobaia

4.3.1 Avaliacdo da participacéo dos canais de K" e de Ca*

4.3.1.1 Efeito de FGAL sobre a tragueia de cobaia pré-contraida com 18 ou

60 mM de KCl em traqueia de cobaia

FGAL (10® — 10 M) relaxou a traqueia isolada de cobaia pré-contraida
tanto com 18 mM de KCI (pD, = 550 + 0,36) como com 60 mM de KCI
(pD2 = 4,80 £ 0,07) (Figura 9, grafico 7 e tabela 3). Os valores do efeito maximo
(Emax) foram atingidos nas concentracdes de 3 x 10 e 10™ M, respectivamente. A
poténcia relaxante de FGAL foi cerca de 19 vezes maior quando a traqueia foi

contraida com 18 mM de KCI.
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Figura 9 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia
pré-contraida com 18 mM de KCI (A) e 60 mM de KCI (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracfes
de 10° 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° e 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Grafico 7 - Efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia pré-contraida com 18 mM
de KCI (A) ou 60 mM de KCI (A).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 3 - Valores de pD, do efeito relaxante de FGAL em traqueia de cobaia pré-contraida
com 18 ou 60 mM de KCI.

Agente pD,
despolarizante
KCl 18 mM 5,50 £ 0,36***
KCl 60 mM 4,80 £ 0,07

Teste t; ***p < 0,001 (KCl 18 mM vs KCI 60 mM) (MACEDO, 2012).



90
MACEDO, C. L. Resultados

4.3.2 Investigacao do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante
de FGAL em traqueia de cobaia

4.3.2.1 Efeito relaxante de FGAL em tragueia de cobaia pré-contraida com CCh

na auséncia e presenca de varios bloqueadores de canais de K*

A curva de relaxamento de FGAL (pD, = 5,13 £ 0,07) foi desviada para
direita de forma significante na presenca de 10 mM de TEA" (pD, = 4,87 + 0,02), que
nessa concentracdo é um bloqueador n&o seletivo dos canais de K*. Porém, n&o foi
desviada de maneira significante na presenca de varios bloqueadores de canais de
K", como o TEA" 1 mM (pD,=5,31+0,05), um bloqueador seletivo dos BKcg;
glibenclamida  (pD,=5,25+0,03), um  blogueador dos Katp; 4-AP
(pD2 = 5,04 £ 0,06), um bloqueador seletivo dos Ky; BaCl, (pD; = 5,28 + 0,06), um
bloqueador seletivo dos Kj. Diferentemente, a curva de relaxamento de FGAL foi
deslocada 2 vezes para direita na presenca da apamina (pD, =4,85 £ 0,06), um

bloqueador seletivo dos SKc, (Figuras 10 a 15, grafico 8 e tabela 4).
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Figura 10 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia pré-
contraida com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca de 10 mM de TEA" (B) em
traqueia isolada de cobaia.

A
[FGAL]
AAEZRE
¥
19
A 40 min
CCh 10° M
5 [FGAL]

CCh 10°% M

A 30 min
TEA" 10 mM

As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10° 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° e 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 11 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia preé-
contraida com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na presenca de 1 mM de TEA" (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10°, 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10°, 10°, 3x10° e 10” M, respectivamente.
(MACEDO, 2012).
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Figura 12 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia

pré-contraida com 10°® M de CCh na auséncia (A) na presenca de 3x10° M de
glibenclamida (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10°, 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° e 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 13 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca de 3 mM de 4-AP (B).
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa de FGAL nas
concentragbes de 10% 3x10%,

) 107, 3x107, 10° 3x10° 10° e 3x10° M,
respectivamente (MACEDO, 2012).
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Figura 14 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia
pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (A) na presenca de 10* M de BaCl, (B).
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa de FGAL nas

concentragbes de 10°, 3x10° 107, 3x107, 10° 3x10° 10° 3x10° e 10" M,
respectivamente (MACEDO, 2012).
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Figura 15 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL em traqueia de cobaia pré-
contraida com 10°® M de CCh na auséncia (A) e na presenca de 0,5 mM de apamina (B).

A
[FGAL]
128 2 2R X 2R3
¥
1g
4 40 min
CCh 10° M

B

[FGAL]

Yy oy oy

r 4

apamina CCh
0,3mM 10°M

20 min

As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa de FGAL nas

concentragdes de 10°, 3x10°, 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° e 10 M,
respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréfico 8 - Efeito relaxante de FGAL sobre a traqueia de cobaia pré-contraida com 10° M
de CCh, na auséncia (M) e na presenca de TEA" (10 mM) (A) (A); TEA" (1 mM) (V) (B);

glibenclamida (H) (C), 4-AP (e) (D); BaCl, (®) (E), apamina (O) (F).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n =5

animais) (MACEDO, 2012).
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4.3.2.2 Comparacao entre a poténcia espasmolitica de FGAL em traqueia de
cobaia na auséncia e presenca dos bloqueadores de canais de K*

O flavonoide FGAL apresentou efeito espasmolitico em traqueia
isolada de cobaia através da ativacdo dos SKc,, como demonstrado pelos valores de

CEso e pD; na tabela 4.

Tabela 4 - Valores de CEsy e pD, de FGAL na auséncia e na presenca de bloqueadores de
canais de K" em traqueia isolada de cobaia

Condicao CEso (M) pD,

FGAL 0,80 + 0,20 x 10™ 5,12 + 0,07
FGAL+TEA* 10 mM 1,40 + 0,07 x 10°® 4,87 +0,02*
FGAL+TEA* 1 mM 0,50 + 0,05 x 107 5,31 + 0,05
FGAL+glibenclamida 0,60 + 0,04 x 10™ 5,25+ 0,03
FGAL+4-AP 0,96 + 0,13 x 10™ 5,04 + 0,06
FGAL+BaCl, 0,55 + 0,07 x 107 5,28 + 0,06
FGAL+apamina 1,15+ 0,20 x 10 4,85 + 0,06*

Teste t: *p < 0,05 (FGAL vs FGAL+bloqueadores) (MACEDO, 2012).
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4.3.3 Avaliacdo da participacdo de nucleotidios ciclicos no efeito relaxante de
FGAL em traqueia isolada de cobaia

4.3.3.1 Efeito relaxante de aminofilina na auséncia e presenca de FGAL

A adicdo cumulativa de aminofilina (10™° - 10 M) relaxou os anéis de

traqueia isolada de cobaia pré-contraidos com CCh (pD,=4,12 + 0,06). Esse

relaxamento foi potencializado em cerca de 4 vezes na presenca de 10° M de FGAL
(pD2 = 4,80 £ 0,20) (Figura 16, gréfico 9 e tabela 5).
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Figura 16 - Registro representativo do efeito relaxante da aminofilina sobre a traqueia de
cobaia pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia (A) e na presenca de 10° M de FGAL

(B).
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As setas para baixo sob a barra representam a adicdo cumulativa de aminofilina nas
concentrages de 10™°, 3x 107, 107, 3x 10°, 10°, 3x 10°, 107, 3x 107, 10, 3 x 10, 10°,
3x 107, 10% 3 x 10" e 10 M, respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréafico 9 - Efeito relaxante da aminofilina sobre a traqueia de cobaia pré-contraida com
10 M de CCh, na auséncia (W) e na presenca (¢) de 10° M de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais).

Tabela 5 - Valores de pD, do efeito relaxante da aminofilina em traqueia de cobaia pré-
contraida com CCh na auséncia e presenca de FGAL.

Condicao pD,
Aminofilina 4,12 + 0,06
aminofilina + FGAL 4 80 + 0,20*

Teste t: *p < 0,05 (aminofilina vs FGAL + aminofilina) (MACEDO, 2012).
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4.4 Investigacao do mecanismo de acdo de FGAL em aorta de rato
4.4.1 Avaliacdo da participacdo dos canais de K" e de Ca*

4.4.1.1 Efeito de FGAL sobre a aorta de rato pré-contraida com 30 ou 80 mM de
KCI

FGAL (10 — 10 M) relaxou a aorta isolada de rato pré-contraida com
30 mM de KCI (pD; = 5,50 £ 0,22) e 80 mM de KCI (pD,= 4,37 +0,12), de maneira
dependente de concentracdo (Figura 17, grafico 10 e tabela 6). O efeito relaxante de
FGAL foi 10 vezes mais potente em relaxar a aorta pré-contraida com 30 mM de KClI
em relacdo a 80 mM de KCI. Para as contracdes obtidas com 30 mM de KCI 0 Enax
foi alcancado na concentracéo de 3 x 10 M. Entretanto, para as contracdes obtidas
com 80 mM de KCl o Enax foi menor (92%) e s6 foi obtido na concentracdo de
107 M.
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Figura 17 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta de rato pré-
contraida com 30 mM de KCI (A) ou 80 mM de KCI (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes

de 10°, 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° 10* e 3 x 10* e 10° M,
respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréfico 10 - Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre a aorta de rato pré-contraida com 30 mM
de KCI (@) e 80 mM de KCI (o).
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 6 - Valores de pD, do efeito relaxante de FGAL em aorta de rato pré-contraida com
30 ou 80 mM de KCI.

Condicao pD,
30 mM de KCI 5,50 £ 0,22
80 mM de KCI 4,37 £0,12**

Teste t: **p < 0,01 (KCI 30 mM vs KCI 80 mM) (MACEDO, 2012).
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4.4.2 Investigacdo do envolvimento dos canais de K' no efeito relaxante de
FGAL em aorta isolada de rato

4.4.2.1 Efeito relaxante de FGAL em aorta de rato pré-contraida com FEN na

auséncia e presenca de varios bloqueadores de canais de K*

A curva de relaxamento de FGAL (pD; = 5,35 £ 0,11) foi desviada para
direita de maneira significante na presenca de 10 mM de TEA" (pD, = 4,17 + 0,06), 0
qual nesta concentra¢do é um blogueador n&o seletivo dos canais de K*, bem como
na presenca dos seguintes bloqueadores seletivos de canais de K™: glibenclamida
(pD2 = 4,80 %= 0,05), poténcia reduzida 3,2 vezes, um bloqueador dos Karp; apamina
(pD2 = 4,75 £ 0,11), poténcia reduzida 4 vezes, um bloqueador seletivo dos SKc;
BaCl, (pD, = 4,63 + 0,18), poténcia reduzida 6,2 vezes, um bloqueador seletivo dos
Kir; 4-AP (pD2 = 4,82 £ 0,11), poténcia reduzida 3,4 vezes, um blogueador seletivo
dos Ky. Diferentemente, a curva de relaxamento de FGAL nao foi deslocada na
presenca de TEA" (1 mM) (pD; =5,58 +0,17), um bloqueador seletivo dos BKca
(Figuras 18 a 23, grafico 11 e tabela 7);
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Figura 18 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida
com 3 x 107 M de FEN, na auséncia (A) e na presenca de TEA*10 mM (B).
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As setas para baixo sob a seta indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentragdes de
10°, 3x 10°, 107, 3x 107, 10°, 3x10°, 10°, 3x 10°, 10* e 3x 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 19 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida
com 3 x 107 M de FEN, na auséncia (A) e na presenca de 10° M de glibenclamida (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10°, 3x10°, 107, 3x 107, 10°, 3x 10®, 10®, 3x 10°, 10* e 3 x 10, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 20 - Registro representativo representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a
aorta pré-contraida com 3 x 107 M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 5x 10 M de
apamina (B).
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As setas sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracbes de 10,
3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° 10" e 3x10* M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 21 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida
com 3 x 107 M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 10 M de BacCl, (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10° 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° e 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 22 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida
com 3 x 10" M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 3 mM de 4-AP (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adigdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10°, 3x 10°, 107, 3x 107, 10°, 3x 10, 10°,3x 10°, 10” e 3 x 10" M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Figura 23 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida
com 3 x 107 M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 1 mM de TEA" (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentracdes
de 10°, 3x10° 107, 3x107, 10°, 3x10° 10°, 3x10° e 10* M, respectivamente
(MACEDO, 2012).
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Gréfico 11 - Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre a aorta pré-contraida com 3 x 107 M de
FEN, na auséncia (H) e na presenca de TEA" (10 mM) (A) (A); glibenclamida (m) (B);

apamina (O0) (C); BaCl, (#) (D); 4-AP () (E); TEA" (1 mM) () (F).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente (n =5

animais) (MACEDO, 2012).
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4.4.2.2 Analise comparativa entre os valores da pD, de FGAL na auséncia e
presenca dos bloqueadores de canais de K*

O flavonoide FGAL apresentou efeito espasmolitico em aorta isolada
de rato através da ativacdo dos canais de K* (Katp, SKca, Kir € Ky) (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores de CEsy e pD, de FGAL na auséncia e na presenca de bloqueadores de
canais de K* em aorta isolada de rato.

Condicao CEso (M) pD,

FGAL 50+0,5x10° 5,35+ 0,11
FGAL+TEA" (10 mM) 2,0+0,3x10° 4,17 + 0,06**
FGAL+glibenclamida 1,6 £0,2 x 10° 4,80 + 0,05**
FGAL-+apamina 2,0+0,5x10° 4,75 + 0,11**
FGAL+BaCl, 3,1+0,9x10° 4,63 +0,18**
FGAL+4-AP 1,7+0,5x 107 4,82 +0,11*
FGAL+TEA" (1 mM) 35+1,0x10° 5,58 + 0,17

Teste t: *p < 0,05 (FGAL vs FGAL+4-AP), **p < 0,001 (FGAL vs bloqueadores) (MACEDO,
2012).
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4.4.3 Avaliacado do efeito de FGAL sobre o influxo e liberagédo do RS de Ca**

4.4.3.1 Efeito de FGAL frente as contracdes induzidas por CaCl, em meio

despolarizante nominalmente sem calcio

FGAL nas concentracdes de 10°, 3x 10°, 10* e 3x 10* M, inibiu as
contracdes induzidas pela adicdo de CaCl, (107 a 10" M) em meio despolarizante
nominalmente sem Ca?'. As curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para
direita de forma nao paralela, com inibicio do Enax O que caracteriza um
antagonismo do tipo ndo competitivo (Grafico 12). Os valores de Enaxdo CaCl, foram
100% (controle) e na presenca das concentracdes 10>, 3 x 10°, 10* e 3 x 10* M de
FGAL foram, respectivamente, de 94,3+ 2,7; 54,6 £9,7; 9,7+ 1,9; e 1,1 +0,9 %,

apresentando uma reducéo significante em relacdo ao controle.
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Gréfico 12 - Efeito de FGAL frente as curvas concentracdes-resposta, em resposta a adicdo
cumulativa de CaCl,, em anéis de aorta de rato na auséncia (®) e na presenca de 10” (),
3x10° (o), 10* (0) e 3x 10" M (V) de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais). ***p < 0,001 (teste t ndo-pareado: controle vs FGAL) (MACEDO, 2012).
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4.4.3.2 Efeito de FGAL frente as contracfes induzidas por CaCl, na presenca
de verapamil e fenilefrina

FGAL nas concentracdes de 3 x 10° 10°e 3 x 10° M, inibiu, as
contracdes induzidas pela adicdo de CaCl, (10° a 3x 10" M) na presenca de
verapamil e de fenilefrina. As curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para
direita de forma néo paralela e com inibi¢do do Emax (Grafico 13). Os valores de Enax
do CaCl, na presenca das concentracdes de 3 x 10°, 10°e 3 x 10° M de FGAL
foram, respectivamente, de 81,3+ 46%, 4764+46% e 4,14+1,9%,

apresentando um reducéo significante em relacéo ao controle (100%).
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Gréfico 13 - Efeito de FGAL frente as curvas concentracdes-resposta, em resposta a adicdo
cumulativa de CaCl,, na presenca de verapamil e de fenilefrina, em anéis de aorta isolada
de rato na auséncia (®) e na presenca de 3 x 10° (A), 10° (o) e 3 x 10° M (O) de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais). **p < 0,01, **p < 0,001 (teste t ndo-pareado: controle vs FGAL) (MACEDO, 2012).



118
MACEDO, C. L. Resultados

4.4.3.3 Efeito de FGAL sobre a liberacédo de célcio do reticulo sarcoplasmatico
sensiveis a FEN

FGAL (3 x 10® — 10* M) inibiu as contracdes fasicas induzidas por
10® M de FEN em meio livre de Ca®" resultante da liberacdo de Ca?* a partir do
reticulo sarcoplasmatico (RS) (Grafico 14) apresentando Clsp=1,0 +0,1 x 10°M e
Emax = 96,6% obtido na concentracdo de 10 M.

Gréfico 14 - Efeito de FGAL frente as contracdes fasicas induzidas por 10® M de FEN, com
meio livre de Ca?* em aorta isolada de rato.
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(controle vs FGAL; ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni, ***p <0,001) (n=5
animais) (MACEDO, 2012).



119
MACEDO, C. L. Resultados

4.4.4 Avaliacdo da participacdo de nucleotidios ciclicos no efeito relaxante de
FGAL em aorta isolada de rato

4.4.4.1 Efeito vasorrelaxante da aminofilina na auséncia e na presenca de
FGAL

A adicdo cumulativa da aminofilina (10*° - 10 M), um inibidor n&do
seletivo de PDE, relaxou os anéis de aorta isolada de rato pré-contraidos com FEN
(pD2 = 4,36 £ 0,09). Esse relaxamento foi potencializado em cerca de 4 vezes na
presenca de 3 x 10°M de FGAL (pD,=5,13 + 0,24) (Figura 24, gréfico 15 e
tabela 8).
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Figura 24 - Registro representativo do efeito relaxante de aminofilina em aorta de rato pré-
contraida com 3 x 107 M de FEN, na auséncia (A) e na presenca de 3 x 10° M de FGAL (B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de aminofilina nas

concentragdes de 10™°, 3x 107, 10®, 3x 10°, 107, 3x 107, 10°, 3x10°, 10°, 3x10° e
10 M, respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréafico 15 - Efeito vasorrelaxante de aminofilina sobre a aorta de rato pré-contraida com
3 x 107 M de FEN, na auséncia (M) e na presenca (¢) de 3 x 10° M de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 8 - Valores de pD, do efeito relaxante da aminofilina em aorta de rato pré-contraida
com FEN, na auséncia e presenca de FGAL.

Condicao pD,
Aminofilina 4,36 + 0,09
FGAL + aminofilina 5,13 + 0,24**

Teste t: **p < 0,01(aminofilina vs FGAL + aminofilina) (MACEDO, 2012).
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4.4.4.2 Efeito vasorrelaxante de milrinona na auséncia e presenca de FGAL

A adicdo cumulativa de milrinona (10 - 3 x 10 M), um inibidor
seletivo de PDE lll, relaxou os anéis de aorta isolada de rato pré-contraidos com
FEN (pD;=7,23 £0,23). Esse relaxamento ndo foi alterado na presenca de
3 x10° M de FGAL (pD, = 7,28 + 0,09) (Figura 25, grafico 16 e tabela 9).
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Figura 25 - Registro representativo do efeito relaxante de milrinona sobre a aorta de rato
pré-contraida com 3 x 107 M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 3 x 10° M de FGAL

(B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de milrinona nas
concentrages de 107, 3x 107, 10°, 3x 10°, 107, 3x 107, 10°, 3x 10, 10°,3x 10°, 10"
e 3 x 10 M, respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréafico 16 - Efeito vasorrelaxante de milrinona sobre a aorta de rato pré-contraida com
3 x 107 M de FEN, na auséncia (H) e na presenca (H) de 3 x 10°M de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media + e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 9 - Valores de pD, do efeito relaxante de milrinona em aorta de rato pré-contraida
com FEN na auséncia e presenca de FGAL.

Condicao pD,
Milrinona 7,23 £0,23
FGAL + milrinona 7,28 + 0,09

Teste t: (milrinona vs FGAL + milrinona) (MACEDO, 2012).
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4.4.4.3 Efeito vasorrelaxante de sildenafila na auséncia e presenca de FGAL

A adicdo cumulativa de sildenafila (10® - 10 M), um inibidor seletivo
de PDE V, relaxou os anéis de aorta isolada de rato pré-contraidos com FEN
(pD2 = 6,84 £ 0,25). Esse relaxamento foi potencializado em cerca de 9 vezes na

presenca de 3x10°M de FGAL (pD,=7,62 + 0,22) (Figura 26, grafico 17 e
tabela 10).
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Figura 26 - Registro representativo do efeito relaxante de sildenafila sobre a aorta de rato
pré-contraida com 3 x 107 M FEN, na auséncia (A) e na presenca de 3 x 10° M de FGAL
(B).
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As setas para baixo sob a barra indicam a adicdo cumulativa de sildenafila nas
concentragdes de 107, 3 x 10, 10°, 3x 10°®, 107, 3x 107, 10, 3x 10°, 10°, 3x 10°, 10"
e 3 x 10™* M, respectivamente (MACEDO, 2012).
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Grafico 17 - Efeito vasorrelaxante de sildenafila sobre a aorta de rato pré-contraida com
3 x 107 M de FEN, na auséncia (M) e na presenca (H) de 3 x 10° M de FGAL.
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 10 - Valores de pD, do efeito relaxante da sildenafila em aorta de rato pré-contraida
com FEN na auséncia e presencga de FGAL.

Condicéo pD,
Sildenafila 6,84 £ 0,25
FGAL + sildenafila 7,62 +£0,22*

Teste t: *p < 0,05 (sildenafila vs FGAL + sildenafila) (MACEDO, 2012).



128
MACEDO, C. L. Resultados

4.4.4.4 Analise comparativa entre os valores da pD, de inibidores de
fosfodiesterases na auséncia e presenca de FGAL

Os inibidores de fosfodiesterases (PDE) aminofilina, milrinona e
sildenafila relaxaram a aorta de rato pré-contraida com 3x 10’ M de FEN, na
auséncia de FGAL (pD,=4,36 £0,09), (pD,=7,23£0,23) e (pD,=6,84 +0,25),
respectivamente. Na presenca de FGAL os valores de pD, foram (pD, = 5,13 + 0,24),
(pD2= 7,28 £ 0,09) e (pD,= 7,62 + 0,22), respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11 - Valores de pD, de inibidores de PDE na auséncia (-) e na presenca (+) de FGAL
em aorta isolada de rato

Inibidor de PDE pD, (- FGAL) pD, (+ FGAL)
aminofilina 4,36 + 0,09 5,13 + 0,24*
milrinona 7,23 £0,23 7,28 £ 0,09
sildenafila 6,84 + 0,25 7,62 +0,22*

Teste t de Student: *p < 0,05 (inibidores de PDE vs FGAL + inibidores de PDE) (MACEDO,
2012).
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4.4.5 Avaliacdo da participacdo da PKC no efeito relaxante de FGAL em aorta
isolada de rato

4.45.1 Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre as contragdes tonicas induzidas
por FEN ou PMA

A adicdo cumulativa de FGAL (10 - 10 M) relaxou os aneis de aorta
isolada de rato pré-contraidos com 3 x 107 M FEN (pD, = 5,36 + 0,11) ou com
10° M de PMA (pD,=4,17 +0,1), um ativador da PKC (Figura 27, grafico 18 e
tabela 12). O Emax foi obtido com 3 x 10° M de FGAL nas contracdes induzidas por
FEN, sendo menor nas contracdes induzidas por PMA (95,7%) e obtido com uma
concentracdo maior de FGAL (10 M). O efeito relaxante de FGAL foi reduzido 16

vezes quando a aorta foi pré-contraida com PMA.
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Figura 27 - Registro representativo do efeito relaxante de FGAL sobre a aorta de rato pré-
contraida com 3 x 107 M FEN (A) ou 10° M de PMA (B).
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As setas para baixo sob a seta indicam a adicdo cumulativa de FGAL nas concentragdes de

10°, 3x10° 107, 3x107, 10° 3x10° 10° 3x10° 10% 3 x 10 e 10° WM,
respectivamente (MACEDO, 2012).
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Gréafico 18 - Efeito vasorrelaxante de FGAL sobre a aorta de rato pré-contraida com
3x 107 M de FEN (H) ou 10° M de PMA (#).
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Os simbolos e as barras verticais representam a media e o e.p.m., respectivamente (n =5
animais) (MACEDO, 2012).

Tabela 12 - Valores de pD, do efeito relaxante de FGAL em aorta de rato pré-contraida com
FEN ou PMA.

Condicao pD,
FEN 536 +0,11
PMA 4,17 £ 0,10***

Teste “t’; **p < 0,001 (FEN vs PMA) (MACEDO, 2012).
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Neste estudo investigou-se o efeito do flavonoide 3,6-dimetil éter
galetina (FGAL), isolado das partes aéreas de Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke
em eritrécitos de rato, Utero de rata, ileo e traqueia de cobaia e aorta de rato. FGAL
nao apresentou efeito citotoxico em eritrécitos de rato, mas possui efeito
espasmolitico ndo seletivo nos quatro 6rgdos testados, sendo mais potente em
produzir efeito espasmolitico em aorta.

Inicialmente avaliou-se o efeito citotoxico e citoprotetor de FGAL em
eritrocitos de ratos, uma vez que os eritrocitos fornecem um modelo simples para
estudar o efeito protetor ou toxico de uma grande variedade de substancias (LEXIS;
FASSETT; COOMBES, 2006; EISELE et al., 2006), por ser um tipo de célula muito
susceptivel a lise (BRANDAO et al., 2005). Dessa forma, esse modelo experimental
fornece informacdes iniciais no que diz respeito a citotoxicidade ou citoprotecdo de
uma determinada substancia.

Na avaliacdo da citotoxicidade de FGAL, verificou-se que esse
flavonoide apresenta baixo efeito citotoxico nas concentracdes de 3 x 10> e 10 M,
evidenciado pela auséncia de hemolise (Grafico 1).

Uma vez que, FGAL nédo apresentou lise da membrana dos eritrécitos,
decidiu-se avaliar se esse flavonoide era capaz de proteger as hemacias contra a
lise. Para tanto, os eritrocitos foram expostos a diferentes concentracbes de NacCl
(0,12; 0,36; 0,60 e 0,90%), ou seja, condicdes de hipotonia e isotonia, na auséncia e
na presenca de FGAL. Quando as hemacias se encontram em um meio hipoténico
h& osmose, aumento do volume celular e rompimento da célula; ja no meio isoténico
as células se encontram em equilibrio com o meio extracelular, ndo havera osmose
e essas células ndo se rompem. Nas concentracdes de FGAL avaliadas (3 x 10° e
10 M), esse flavonoide n&o foi capaz de inibir a lise celular nos diferentes meios
aos quais essas células foram submetidas o que sugere que FGAL ndo apresenta
efeito citoprotetor (Grafico 2).

Portanto, FGAL apresenta baixo efeito citotbxico e ndo tem efeito
citoprotetor nas concentracdes investigadas em eritrocitos de rato.

O fato de varios flavonoides serem descritos na literatura por

apresentarem efeito espasmolitico, como: genisteina, quenferol e quercetina em
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utero de rata (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997), 3,7,8,4-tetra-O-
metilgossipetina e 3,7-di-O-metilcanferol em aorta de rato (SILVA, 2005), retusina e
me-retusina em ileo de cobaia (SANTOS, 2007), isoliquiritigenina em jejuno, ileo e
reto de camundongo (SATO et al., 2006), diplotropina (3,4,5, 8-tetrametoxi-6,7,2’,3’-
furanoflavana) em ileo de cobaia e Utero de rata (LIMA, 2008); associado ao fato de
FGAL ter apresentado baixa toxicidade nas concentracdes de 3 x 10> e 10 M,
concentracbfes essas submaxima e maxima, respectivamente, usadas na
investigacdo da atividade espasmolitica; aliado a auséncia de estudos no que diz
respeito a atividade espasmolitica de FGAL, motivou esse grupo de pesquisa a
investigar um possivel efeito espasmolitico desse flavonoide em Gtero de rata, ileo e
tragueia de cobaia e aorta de rato.

A investigacdo preliminar de uma possivel atividade espasmolitica de
FGAL demonstrou que esse flavonoide inibiu as contracdes fasicas induzidas por
ocitocina (agonista dos receptores OT) (Clso = 2,2+ 0,4 x 10° M) e por carbacol
(agonista dos receptores muscarinicos) (Clsg = 7,7 £ 1,3 x 10 M) em Utero de rata,
ambos receptores acoplados a proteina Gga1 (Grafico 3). Os valores de Clsg
apresentaram diferenca significante, sendo que FGAL foi mais potente em inibir as
contracdes induzidas por ocitocina. Esses resultados sao sugestivos de que o efeito
espasmolitico de FGAL em utero de rata pode estar acontecendo por bloqueio dos
receptores desses agonistas, mas outros experimentos Sa0 necessarios para
confirmar esses dados.

Em ileo de cobaia, FGAL inibiu de maneira equipotente as contracées
fasicas induzidas por carbacol (CCh) (Clsp=2,6 £0,4 x 10° M) e por histamina
(Clsp=2,3+0,5 x 10° M) (Grafico 4), os quais sdo agonistas dos receptores
muscarinicos (M3) e histaminérgicos (H;), respectivamente e compartilham a mesma
via de sinalizacdo, ap6s ativacdo do receptor. O fato de FGAL ter inibido as
contracdes induzidas por ambos os agonistas utilizados de maneira equipotente é
sugestivo de que o flavonoide néo estd agindo em nivel de receptor, mas,
possivelmente, em um passo comum da via de sinalizacdo que induz a contracao

por estes agonistas.
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Nas vias aéreas, as células epiteliais modulam o tébnus basal e a
reatividade do musculo liso por liberacdo de fatores relaxantes derivados do epitélio
(FRDEp) (HASHIBA et al., 1999), tais como 6xido nitrico (NO) (NIJKAMP et al.,
1993) e prostaglandinas (FARMER et al., 1987). Em condi¢des patolégicas, como na
asma brénquica, ha uma liberacdo aumentada de mediadores broncoconstritores
como a histamina e acetilcolina (ACh) (GROSS, 1988; HOLGATE, 1994).

Dessa forma, decidiu-se investigar se FGAL apresenta acdo sobre o
tbnus basal da traqueia ou sobre esse 6rgdo pré-contraido com CCh. Os ensaios
farmacolégicos mostraram que o flavonoide em estudo néo alterou o tonus basal da
traqueia de cobaia. Porém, quando a traqueia foi pré-contraida com carbacol FGAL
apresentou efeito relaxante de forma equipotente na auséncia (pD,= 5,11 + 0,07) e
na presenca (pD, = 5,02 + 0,07) de epitélio funcional (Gréfico 5). O fato de FGAL néo
interferir sobre o ténus basal do musculo liso de traqueia é importante e sugere que
essa substancia ndo atua nesse 6rgdo em condi¢des fisioldgicas normais. Porém,
FGAL apresentou efeito relaxante sobre a traqueia pré-contraida com CCh, o que é
muito interessante e sugere que o efeito do flavonoide sobre a tragueia de cobaia
ocorre em condi¢cdes onde esse 0rgdo se encontra contraido, fato esse comum em
condicbes patologicas como na asma, onde ha liberacdo de substancias
broncoconstritoras como a ACh.

O NO apresenta um importante papel nas funcbes das vias aéreas em
condicdes fisiologicas e patologicas (TOQUE et al, 2010), promovendo o
relaxamento das vias aéreas através da ativacdo da ciclase de guanilil soltvel
(CGs), com consequente aumento nas concentracdes intracelulares de GMPc
(GARTHWAITE et al., 1995). Ja as prostaglandinas, formadas a partir do acido
araquiddnico, como a PGE; e PGI, contribuem de forma significante na regulacdo do
tbnus das vias aéreas através do relaxamento do mausculo liso (RUAN; ZHOU;
CHAN, 2011). A equipoténcia de FGAL em relaxar a tragueia na auséncia e
presenca de epitélio, sugere que o efeito relaxante desse flavonoide em traqueia de
cobaia néo envolve a participacdo de FRDEp, como o NO e prostaglandinas.

Nos vasos sanguineos, o ténus vascular é determinado pelo estado de

contracdo das células do mdusculo liso dos vasos, o qual é regulado pela
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concentragao intracelular de célcio. O endotélio apresenta uma importante fungéo no
processo de regulagdo do tdbnus do musculo liso vascular através da liberagédo de
fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) (TOROK, 2000), incluindo o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE), 6xido nitrico (NO), as prostaciclinas e
0os A&cidos epoxieicosatrienoicos (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010).
Sabendo-se da importancia do tbnus do musculo liso vascular sobre a homeostase
do organismo, e que varias patologias estdo implicadas com alteracdes no ténus
muscular, como a hipertensdo arterial, aterosclerose, insuficiéncia cardiaca e
isquemia (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE, 2010), resolveu-se avaliar se FGAL altera o
tonus muscular da aorta de rato.

A adicdo de FGAL a aorta em condi¢Bes de repouso ndo alterou esse
estado, mostrando que o flavonoide ndo modifica o tbnus basal da aorta de rato.
Esse fato é bastante interessante e sugere que FGAL néo interfere no ténus de
vasos sanguineos fisiologicamente normais. Resultados semelhantes foram obtidos
em traqueia.

Em aorta de rato, o efeito vasorrelaxante promovido por FGAL foi
independente de FRDE, pois esse flavonoide relaxou a aorta pré-contraida com
fenilefrina de maneira equipotente na presenca (pD,= 5,31+ 0,10) e na auséncia
(pD2=5,35+0,11) de endotélio funcional (Grafico 6). Esse fato sugere que,
semelhante a traqueia de cobaia, o efeito de FGAL ndo envolve as vias de
sinalizacdo dependentes do endotélio funcional como FHDE, NO, prostaciclinas e
acidos epoxieicosatrienoicos e indica que o mecanismo de acdo de FGAL para
promover o efeito vasorrelaxante ocorre em nivel de células do musculo liso
vascular. Como FGAL apresentou efeito espasmolitico em aorta pré-contraida com
fenilefrina, pode-se sugerir que o efeito de FGAL ocorre em condi¢gdes onde 0s
vasos sanguineos se encontram com o ténus basal alterado, como é o caso da
hipertenséo e insuficiéncia cardiaca, onde essas patologias desencadeiam ativagéo
do sistema nervoso simpatico, com liberacdo de noradrenalina nas terminacdes
nervosas adrenérgicas e adrenalina pelas glandulas suprarenais, promovendo

vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascular periférica.
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Uma vez demonstrado que FGAL apresenta efeito espasmolitico nédo
seletivo nos quatro 6rgaos avaliados e que esse efeito foi mais potente em aorta de
rato seguida de traqueia de cobaia, decidiu-se investigar o0 mecanismo de acao
espasmolitico nesses dois 6rgaos.

Dois mecanismos importantes que participam dos processos de
contracdo e relaxamento do musculo liso envolvem a modulagéo de canais de K™ e
de Ca®', onde a ativacdo de canais de K* ou o bloqueio de canais de Ca*
promovem relaxamento nesse musculo (WRAY, BURDYGA, NOBLE, 2005).

A relagéo entre o aumento da atividade dos canais de K*, promovendo
hiperpolarizacdo do musculo liso e consequente bloqueio do influxo de Ca®,
desencadeando relaxamento desse musculo vem sendo estudada em varios tipos
de musculo liso. Entre esses canais pode-se destacar os SKc, em aorta de rato
(SILVA et al., 1994), BKca em traqueia de cao (WADE; SIMS, 1993) e de cobaia
(HIRAMATSU et al., 1994), em aorta de coelho (DEMIREL et al., 1994), em
miométrio humano (MEERA et al., 1995), em artérias submucosas e mesentéricas
de cobaia (HILL et al., 1997) e em ileo de cobaia (HONG; ROAN; CHANG, 1997;
SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 1999).

Em traqueia de cobaia, as fontes de Ca?* extracelulares e
intracelulares s&o importantes no desenvolvimento da tensédo muscular. O Ca** entra
na célula através de dois tipos de canais, 0s canais de célcio dependentes de
voltagem (Cay) e os canais de célcio operados por receptor (ROCs) (YAMAKAGE et
al., 2001; EVANGELISTA et al., 2007). Em condi¢cdes de elevada concentragcéo de
K" extracelular, a membrana das células musculares de traqueia se despolariza e
ocorre a abertura dos Cay, promovendo o influxo de Ca?* (KIRKPATRICK;
JENKINSON; CAMERON, 1975). A contracao decorrente da ativacao dos receptores
M3 por agonistas como acetilcolina (ACh), presentes na membrana plasmatica das
células musculares lisas de traqueia, promove inicialmente liberagéo de Ca*" a partir
do reticulo sarcoplasmatico (RS), através dos receptores de IP3 (contragéo fasica);
seguida do influxo de Ca*" através de canais insensiveis as di-hidropiridinas, os

canais de calcio operados por receptor (ROCs) (CUTHBERT et al.,, 1994) e dos
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canais sensiveis as di-hidropiridinas, os Cay (PEREZ-ZOGHBI et al.,, 2009),
promovendo uma contracdo sustentada.

O bloqueio dos Cay pode ocorrer de forma direta sobre o canal, como
acontece com o0s blogueadores da classe das di-hidropiridinas (nifedipino) ou
indiretamente através da ativacdo dos canais de K* (cromacalim), promovendo
hiperpolarizacdo e consequente bloqueio dos Cay (QUEST, 1992; NAVARRO-
GONZALEZ, 2009).

Com o intuito de verificar se o efeito relaxante de FGAL sobre a
tragueia de cobaia, poderia envolver o bloqueio direto dos Cay ou indireto desses
canais através da ativagcdo dos canais de K, avaliou-se o efeito de FGAL sobre a
contracao ténica induzida por aumento moderado na concentracdo extracelular de
K* (KCI18 mM) ou elevado aumento na concentracdo extracelular de
K* (KCI 60 mM). Esse protocolo experimental é simples de ser executado e se
baseia nas propriedades eletroquimicas da membrana celular. Assim, um aumento
moderado na concentracdo extracelular de K*, reduz o efluxo desse ion e promove
uma pequena despolarizacdo na ceélula muscular suficiente para promover abertura
de Cay. No entanto, um elevado aumento na concentragéo extracelular de K*, reduz
de maneira mais intensa o efluxo desse ion e promove uma grande despolarizacao,
suficiente para abrir uma quantidade maior de Cay. Dessa forma, substancias
ativadoras de canais de K* s&o mais eficientes em promover relaxamento quando o
aumento na concentracdo extracelular de K* for pequeno e suficiente para que esse
ion permaneca saindo da célula para gerar posterior hiperpolarizacdo e consequente
relaxamento. As substancias bloqueadoras diretas de Cay sdo mais eficientes em
promover relaxamento quando varios canais de Ca** se encontram abertos, ou seja,
no experimento com elevadas concentracdes extracelulares de K (RAEBURN;
GIEMBYCZ, 1995).

O fato de FGAL ter sido aproximadamente 19 vezes mais potente em
relaxar a traqueia pré-contraida com moderadas concentracbes de K™ extracelular
(pD2=5,50+0,36) em relagdo a elevadas concentragdes de K* extracelular
(pD2= 4,80 £ 0,07) (Grafico 7), € sugestivo de que o mecanismo de acado de FGAL

envolve a modulac&o positiva dos canais de K.
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Como FGAL relaxou a traqueia de cobaia de forma equipotente nas
contracdes induzidas por KCl 60 mM (pD,= 4,83 + 0,08) ou CCh (pD,=5,02 + 0,07)
€ sugestivo de que, nesse 6rgdo, FGAL ndo atua sobre os ROCs, mas age sobre 0s
Cay, pois 0 passo comum no mecanismo de acdo desses dois broncoconstritores é a
ativacdo dos Cay. Caso FGAL atuasse também sobre os ROCs esperava-se que a
acao espasmolitica de FGAL fosse mais potente nas contracfes induzidas por CCh,
uma vez que esse agonista promove contracdo através da participacdo dos Cay e
ROCs (EVANGELISTA et al., 2007). Esses dados corroboram com o experimento
utilizado para discriminar se FGAL poderia estd atuando por bloqueio direto ou
indireto dos Cay. Assim, € possivel sugerir que FGAL atua bloqueando os Cay,
porém de forma indireta através da ativagdo dos canais de K”.

Para comprovar se FGAL estaria realmente modulando positivamente
os canais de K*, utilizou-se como ferramenta farmacolégica o bloqueador no
seletivo desses canais, o ion tetraetilamoénio (TEA™) na concentracéo de 10 mM.

A poténcia relaxante de FGAL em traqueia de cobaia
(pD2 = 5,11 + 0,07) foi reduzida 2 vezes na presenca de TEA" 10 mM, o qual nessa
concentracdo é um bloqueador nfo seletivo dos canais de K™ (NIU et al., 2008)
(pD2= 4,87 £ 0,02) (Grafico 8), confirmando, dessa forma, a participacdo dos canais
de K" no efeito relaxante de FGAL sobre o musculo liso da traqueia.

Diversos tipos de canais de K* sdo expressos pelo musculo liso das
vias aéreas, sendo responsaveis pela regulacdo do potencial de membrana e
excitabilidade, induzindo hiperpolarizacéo e relaxamento (CAMPOS-BEDOLLA et al.,
2008). Os principais canais de K* expressos por esse tecido sdo: canais de potassio
ativados por voltagem (Ky) (ZHAO et al., 2004), canais de potéassio retificadores de
entrada (Ki) (OONUMA et al.,, 2002), canais de potassio ativados por calcio de
grande condutancia (BKca) (SNETKOV; WARD, 1999), canais de potassio ativados
por calcio de pequena condutancia (SKca) (GUTMAN et al., 2011b) e os canais de
potassio sensiveis ao ATP (Katp) (MURRAY; BOYLE; SMALL, 1989).

Alguns flavonoides apresentam efeito relaxante em traqueia de cobaia
por ativacdo de canais de K*, entre eles isoliquiritigenina ativando os BKc, (LIU et

al., 2008) e isocampferida que ativa os Karp (LEAL et al., 2006).
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Para identificar qual(is) subtipo(s) de canais de K* participa(m) do
efeito relaxante de FGAL sobre o mdsculo liso de traqueia, utilizaram-se
bloqueadores seletivos desses canais.

A caracteristica da equipoténcia de FGAL em relaxar a traqueia de
cobaia, na auséncia (pD, = 5,13 £ 0,07) e presenca dos bloqueadores seletivos dos
canais de K': TEA" 1 mM, o qual nessa concentragdo € um bloqueador seletivo dos
Kcal.l (pD2=5,31+0,05); glibenclamida, bloqueador seletivo dos Karp
(pD2 = 5,25 = 0,03); 4-AP, bloqueador dos Ky, (pD2 = 5,04 + 0,06); BaCl,, bloqueador
dos K;; (pD2 = 5,28 * 0,06), demonstra que esses subtipos de canais de K* ndo estéo
envolvidos no efeito espasmolitico de FGAL. No entanto, na presenca de apamina,
um bloqueador seletivo dos SKc, (pD2 = 4,85 + 0,06), a curva de relaxamento foi
desviada para direita de maneira significante, com reducdo da poténcia relaxante de
FGAL, sugerindo a participagdo dos SKca no efeito relaxante de FGAL sobre o
musculo liso de traqueia (Tabela 4), hiperpolarizando a membrana na célula
muscular da traqueia de cobaia 0 que provavelmente causa o bloqueio dos Cay e
consequente relaxamento. E interessante notar que ndo existe diferenca estatistica
significante entre os valores de pD, de FGAL na presenga do TEA" 10 mM ou na
presenca de apamina, o que reforca a hipotese de que dentre os canais de K
testados, apenas o SKc, estd participando do mecanismo de acdo relaxante de
FGAL. Em experimentos realizados com utero de rata, verificou-se que o flavonoide
FGAL bloqueia os canais de potassio Ky, Katp, SKca€ BKca (CARREIRO, 2012).

Os canais de K podem ser modulados positivamente pela proteina
cinase dependente de AMPc (PKA) ou proteina cinase dependente de GMPc (PKG).
Entre os canais de K modulados positivamente pela PKA destaca-se os Ky, BKca,
Katp € Kj. Outros ensaios farmacolégicos mostram que a PKG pode modular
positivamente 0s BKc, € 0s Katp. Além desses canais ja descritos, outros canais de
K" também podem ser modulados por PKA e/ou PKG. Essa modulagdo promove
abertura desses canais, com consequente efluxo do ion K* e hiperpolarizacdo da
membrana a qual leva ao bloqueio de Cay e, portanto, relaxamento do musculo liso
(KO et al., 2008). Dessa forma, um aumento nos niveis de AMPc e GMPc promove
relaxamento do musculo liso (KOMAS; LUGNIER; STOCLET, 1991). Na maioria dos
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tecidos, as concentracfes e, portanto, as acbes desses nucleotidios ciclicos sao
reguladas por enzimas chamadas de fosfodiesterases (PDES).

Substancias capazes de aumentar o conteudo intracelular de AMPc ou
GMPc tem seu efeito relaxante potencializado com a inibicdo das PDEs em varios
tecidos, incluindo o musculo liso de traqueia e vascular, devido a um acumulo do
conteudo total desses nucleotidios (KOMAS; LUGNIER; STOCLET, 1991;
BERNAREGGI et al., 1999; LUGNIER, 2006).

Varios flavonoides isolados de espécies vegetais apresentam efeito
inibitorio sobre diferentes isoformas de PDEs, podendo-se citar naringenina (PDE 1,
4 e 5), icariina (PDE 5), quercetina (PDE 5), antrocianina (PDE 5) (RAHIMI et al.,
2010).

O efeito relaxante de FGAL em traqueia de cobaia envolve a
participacdo de nucleotidios ciclicos (AMPc e/ou GMPc), uma vez que, a poténcia
relaxante  promovida pelo inibidor inespecifico de PDEs, aminofilina
(pD2 = 4,12 £ 0,06), foi aumentada na presenca de FGAL (pD,=4,80 + 0,19)
(Gréfico 9). Além disso, FGAL inibiu a amplitude da contracdo induzida por CCh,
como pode ser verificado na figura 15, o que reforca a participacdo dos nucleotidios
ciclicos no efeito relaxante induzido por FGAL. Resultados semelhantes foram
obtidos por Liu et al. (2008), os quais demonstraram que o flavonoide
isoliquiritigenina relaxa a traqueia de cobaia através da inibicdo de fosfodiesterases,
como a PDE 3, 4 e 5 (ALVAREZ et al., 2006). Diferentemente, em Utero de rata o
efeito espasmolitico de FGAL ndo envolve a participacdo de fosfodiesterases
(CARREIRO, 2012). Portanto, a inibicdo de fosfodiesterases colabora com o efeito
relaxante de FGAL em traqueia de cobaia.

Em seguida, prosseguiu-se com a investigacdo do mecanismo de acao
de FGAL em aorta de rato. Onde, o fato de ndo haver diferenca significante entre o
relaxamento promovido por FGAL na auséncia ou presenca de endotélio, sugere
gue o mecanismo de acédo desse flavonoide n&o envolve as vias de sinalizacéo
dependentes de endotélio (NO, prostaciclinas, dentre outros) e que ocorre em nivel

de musculo liso vascular.
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Os mecanismos da sinalizagdo de contracdo do musculo liso vascular
sdo alterados em condi¢des patoldgicas. A hipertenséo sistémica é caracterizada por
pressao arterial elevada, em parte devido ao aumento da resisténcia vascular como
resultado da contratilidade do musculo liso vascular e remodelamento da parede
arterial (KHALIL, 2010). Assim, substancias que apresentam atividade
vasorrelaxante sdo importantes na terapia dos distlrbios que acometem o sistema
cardiovascular.

Varios mecanismos podem estar envolvidos no vasorrelaxamento
independente de endotélio, incluindo: 1- bloqueio do influxo de Ca®" extracelular
através dos canais de Ca®" transmembranares; 2- abertura de canais de K*; 3-
inibicdo da atividade da PKC; 4- inibicdo da liberacdo de Ca®" dos estoques
intracelulares; 5- ativacdo direta da CGs; 6- inibicAo do aparato contratil
(CHEN et al., 2009). Estudos anteriores com flavonoides comprovam que essas
substancias podem produzir vasorrelaxamento por diferentes mecanismos de acao,
como: participacdo de NO (DUARTE et al., 2001a), sequestro de radicais livres e
protecdo do NO (LOPEZ-LOPEZ, 2004), inibicdo da PKC (ROMERO et al., 2009),
inibicdo de PDE (PICQ et al., 1989), blogueio do influxo de calcio através dos Cay-L
(SILVA, 2005), ativacdo de canais de potassio (IKca, BKca) (KHOO et al., 2010;
COGOLLUDO et al., 2007).

Levando em consideracdo que a ativacdo dos canais de K' ou o
bloqueio dos Cay representam dois importantes mecanismos de acao para promover
vasorrelaxamento, e que FGAL promove ativacdo dos SKc, em traqueia de cobaia
podendo bloquear indiretamente os Cay, resolveu-se investigar o envolvimento
desses canais no efeito vasorrelaxante de FGAL em aorta de rato. Para tanto,
utilizou-se 0 mesmo protocolo experimental ja feito em traqueia alterando apenas as
concentracdes de K' extracelular. Assim, avaliou-se o efeito de FGAL sobre as
contracdes tonicas induzidas por aumento moderado na concentracdo extracelular
de K' (KClI 30 mM) ou elevado aumento na concentracdo extracelular de K*
(KCI 80 mM) (GURNEY, 1994).

O fato de FGAL ter sido 10 vezes mais potente em relaxar a aorta
pré-contraida com moderadas concentragdes de K* extracelular (pD, = 5,50 + 0,22)
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em relacdo a elevadas concentragdes de K* extracelular (pD,= 4,37 +0,12)
(Grafico 10), é sugestivo de que o mecanismo de acdo de FGAL nesse vaso também
envolve a modulac&o positiva dos canais de K.

Para comprovar se FGAL também estd modulando positivamente os
canais de K* em aorta de rato, utilizou-se como ferramenta farmacoldgica um
bloqueador n&o seletivo desses canais, o TEA" 10 mM (NIU et al., 2008).

FGAL relaxou o musculo liso vascular na auséncia (pD; =5,35 + 0,11)
e na presenca de TEA" 10 mM (pD, = 4,17 + 0,06) (Gréafico 11), com reducdo na
poténcia relaxante de FGAL em 4 vezes na presenca de TEA" 10 mM, confirmando
a participagdo de canais de K* no efeito relaxante de FGAL em aorta de rato.

Os canais de K" sdo proteinas que apresentam a estrutura fisica de
poro, permeaveis aos ions K*, estando presentes na membrana plasmatica das
células e apresentam varias funcdes nas células do musculo liso vascular, entre elas
manutencao do tdnus vascular, controle do potencial de membrana e vasoconstricao
(KO et al., 2008).

O musculo liso vascular expressa varios tipos de canais de K,
incluindo os Katp, Ki, Ky, BKca, (KO et al., 2008) e os canais SKca (ORIE; FRY;
CLAPP, 2006; EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010).

Uma vez que foi confirmado o envolvimento dos canais de K* no efeito
vasorrelaxante de FGAL, surge a necessidade de investigar qual(is) o(s) tipo(s) de
canal(is) de K' participam do mecanismo de acdo desse flavonoide, para isso
utilizou-se bloqueadores seletivos desses canais.

O efeito relaxante de FGAL em aorta de rato foi equipotente na
auséncia (pD, = 5,35+ 0,11) e na presenca de 1 mM de TEA" (pD,=5,58 + 0,17),
sugerindo que os BK¢, ndo estdo envolvidos no mecanismo de acao para promover
o vasorrelaxamento de FGAL. A ativagcdo desses canais por FGAL também foi
investigada em traqueia de cobaia, onde, de forma semelhante ao achado em aorta,
0S mesmos ndo estdo envolvidos no relaxamento da traqueia. Porém, a curva de
relaxamento de FGAL foi desviada para direita, com reduc¢éo significante da poténcia
relaxante do flavonoide com outros bloqueadores seletivos para outros canais de K™,

sendo reduzida cerca de 3 vezes na presenca de glibenclamida (pD, = 4,80 + 0,05),
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6 vezes na presenca de BaCl, (pD,=4,63 £ 0,18), 3 vezes na presenca de 4-AP
(pD2=4,82 £ 0,11) e 4 vezes na presenca de apamina (pD, = 4,75 + 0,11), sugerindo
a participacao dos canais Katp, Kir, Ky € SKc,, respectivamente no efeito relaxante
de FGAL em aorta de rato (Tabela 7). Assim, diferente do observado em traqueia,
além dos SKc,, outros canais de K™ estdo envolvidos no efeito vasorrelaxante de
FGAL: Kartp, Ki; € Ky. Carreiro (2012) demonstrou que em utero de rata FGAL
bloqueia os canais de potassio Ky, Katp, SKca € BKca. Essas diferencas podem ser
explicadas pelo fato desses oOrgdos expressarem de forma diferenciada esses
canais.

Resultados semelhantes s&o descritos na literatura para alguns
flavonoides que promovem relaxamento em aorta de rato por modulacdo de canais
de K*, como é o caso do pinocembrin que ativa os canais Karp, Kca € Ky (ZHU et al.,
2007); do (-)-epigallocatechina-3-gallate que ativa os canais Katp, SKca, IKca € BKca
(ALVAREZ et al., 2006) e a quercetina que promove ativacdo dos canais IKca € BKca
(KHOO et al., 2010).

O aumento da [Ca®']. na célula muscular lisa vascular ocorre através
do influxo desse ion do meio extracelular (NELSON et al., 1990) ou liberacdo do
mesmo a partir dos estoques intracelulares (GUIBERT et al., 1996a). Onde, a
liberacdo de Ca®" dos estoques intracelulares, mediado por ativacdo de agonistas,
contribui para inicio do desenvolvimento da forca de contracdo, e a manutencao
desta contracdo depende do influxo sustentado de Ca** através de canais na
membrana plasmatica (SOMLYO; SOMLYO, 1994). A entrada de Ca** na célula
muscular lisa vascular, de forma semelhante ao que ocorre no musculo liso da
tragueia, envolve os Cay e ROCs (GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008).

Os canais de célcio operados por voltagem (Cay) sao proteinas
transmembranares que fornecem influxo de calcio para uma variedade de atividades
intracelulares em células excitaveis, como é o caso dos vasos sanguineos, onde
essa entrada de calcio produz vasoconstricdo e bloqueadores dos Cay tém sido
usados para tratar transtornos cardiovasculares, como é o caso da hipertensao e da
insuficiéncia cardiaca (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2009).
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Existem dez membros de Cay, que séo divididos em dois grupos:
ativados por alta voltagem e os ativados por baixa voltagem. Os Cay de baixa
voltagem séo os canais do tipo T, compreendendo trés membros: Cay3.1, 3.2 e 3.3.
Os outros sete membros dos Cay sdo canais ativados por alta voltagem e
subdividos em tipo L (Cay1.1, 1.2, 1.3 e 1.4), tipo P/Q (Cay2.1), tipo N (Cay2.2) e tipo
R (Cay2.3). Os canais Cayl.2 sdo amplamente expressos em muitos tecidos dos
sistemas cardiovascular e nervoso e alteracdes nesses canais estdo relacionados
com canalopatias como hipertensdo e insuficiéncia cardiaca (CATERRAL, 2000;
LIAO; YU; SOONG, 2009).

O conhecimento atual sobre os papéis dos ROCs no acoplamento
contracao-excitacdo do musculo liso € muito menos avancado que a compreensao
dos Cay. Os ROCs séao canais ibnicos presentes na membrana plasmatica e abertos
pelo diacilglicerol (DAG), onde esse lipidio € formado a partir da ligacdo de agonistas
a receptores acoplados a proteina G (GPCR), independente de uma mudanca no
potencial de membrana (GUIBERT; DUCRET; SAVINEAU, 2008). Esses canais
estdo envolvidos nos processos de crescimento, apoptose e contracdo do musculo
liso vascular, estando implicados em patologias como hipertensdo arterial e
pulmonar, insuficiéncia cardiaca e arritmias (WATANABE et al., 2008).

Ensaios farmacol6gicos demonstraram que a contracao tonica induzida
por elevadas concentracdes extracelulares de K* é devido, principalmente, &
despolarizacédo das células do musculo liso e influxo de Ca®* através dos Cay, porém
a contracao induzida por fenilefrina (FEN) é causada, principalmente, por influxo de
Ca?" através dos canais de Ca** operados por receptor (ROCs), havendo também a
participacdo dos Cay (KARAKI; WEISS, 1988; HOROWITZ et al., 1996; NOGUERA
et al.,, 1997; MORELLO et al., 2006). Uma vez que FGAL relaxou a aorta
pré-contraida com elevada concentracdo de K* extracelular (KClI 80 mM)
(pD2=4,37 £ 0,12) ou com FEN (pD,=5,31+0,1), sendo cerca de 6 vezes mais
potente em relaxar esse Orgao pré-contraido com FEN, sugere-se que esse
flavonoide inibe o influxo de Ca?* tanto através dos Cay quanto dos ROCs.

Com o intuito de confirmar o bloqueio dos Cay por FGAL, realizaram-se

curvas cumulativas ao Ca?*, em meio despolarizante para favorecer a abertura
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desses canais, onde as curvas controle de contragdo induzidas pelo CaCl,, na
presenca de FGAL, foram deslocadas para direita de forma ndo paralela e com
reducédo significante do Enax, confirmando o bloqueio dos Cay (Grafico 12). E para
confirmar o blogueio dos ROCs por FGAL curvas cumulativas ao Ca®* também foram
obtidas, porém na presenca do verapamil (bloqueador dos Cay) e FEN, usada para
ativar os ROCs. Nessas condi¢des as curvas controles de contracdo induzidas pelo
CaCl, na presenca de FGAL também foram deslocadas para direita de forma néo
paralela e com reducao significante do Emax, confirmando também a participacédo dos
ROCs no vasorrelaxamento induzido por FGAL (Grafico 13). O fato de FGAL na
concentracdo de 3 x 10 M ter antagonizado o efeito contrétil induzido por CaCl, na
presenca de verapamil e FEN e desse flavonoide antagonizar as contracdes
induzidas por CaCl, em meio despolarizante apenas na concentracdo de 3 x 10* M
indica que FGAL atua principalmente por bloqueio de ROCs.

O aumento da [Ca*']. também pode ocorrer por liberacdo desse fon
dos estoques intracelulares, principalmente do RS, que pode se da através dos
receptores de IP3 (IP3R) e do receptor de rianodina (RyR) (SAMMELS et al., 2010).
Levando em consideracdo que a inibicdo da liberacéo de Ca®* do RS contribui para
promover relaxamento do masculo liso, resolveu-se avaliar se FGAL estaria inibindo
a liberagdo de Ca**. Os ensaios realizados demonstram que FGAL é capaz de inibir
a liberacgo de Ca** a partr do RS (Grafico 14) apresentando
Clsp = 1,0 + 0,15 x 10° M e Enmax Na concentracéo de 10 M.

O aumento de nucleotidios ciclicos na célula muscular lisa promove a
ativacdo das proteinas cinases (PKA e/lou PKG) levando a varios eventos
intracelulares que promovem a reducéo na [Ca®']. Como, bloqueio de Cay, ativacdo
de canais de K', ativacdo de bombas presentes na membrana plasmaética e no
reticulo sarcoplasmatico — Calcio ATPase da Membrana Plasmatica (PMCA) e
Célcio ATPase do Reticulo Sarcoplasmatico (SERCA), respectivamente (KO et al.,
2008). Uma vez que o efeito vasorrelaxante promovido por FGAL envolve a ativagao
dos canais de K* os quais podem ser ativados pelas proteinas PKA e/ou PKG, que
sdo proteinas dependentes de AMPc e/ou GMPc, resolveu-se investigar a
participagdo das PDEs no efeito vasodilatador de FGAL em aorta de rato. Onde, as
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PDEs sé&o enzimas que hidrolisam AMPc e GMPc, reduzindo, assim, a concentragéo
desses nucleotidios ciclicos (LUGNIER, 2006).

Alguns flavonoides isolados de diferentes espécies vegetais
apresentam efeito inibitorio sobre diversas isoformas de PDEs (RAHIMI et al., 2010).
E o caso do flavonoide (-)-epigallocatechina-3-gallate que promoveu relaxamento em
aorta de rato através da inibicido das PDEs |, II, lll, IV e V (ALVAREZ et al., 2006).

Para tanto, utilizou-se como ferramenta farmacolégica o inibidor néo
seletivo de PDEs aminofilina, o qual promoveu relaxamento da aorta
(pD2 = 4,36 £ 0,09). Quando o o6rgdo foi pré-incubado com FGAL, a curva de
relaxamento induzida pelo flavonoide em estudo foi desviada para esquerda, com
um aumento cerca de 4 vezes em sua poténcia relaxante (pD, = 5,13 + 0,24). Esses
resultados sugerem que o efeito vasorrelaxante de FGAL em aorta de rato envolve o
aumento da concentracdo intracelular de nucleotidios ciclicos (AMPc e/ou GMPc)
nas células do musculo liso vascular (Grafico 15).

Uma vez demonstrado que FGAL pode estar inibindo PDESs, através do
uso do inibidor ndo seletivo dessas enzimas (aminofilina) e levando em consideracao
gue outros flavonoides tem a capacidade de inibir algumas isoformas de PDEs
especificas, associado ao fato de que o tecido vascular expressa principalmente as
isoformas Il e V dessas enzimas (LUGNIER, 2006), o passo seguinte foi investigar
gual a isoforma de PDE FGAL estaria inibindo.

A literatura descreve varios ensaios farmacoldgicos semelhantes aos
realizados, utilizando aminofilina em aorta de rato (DUARTE et al., 1993); milrinona,
rolipram (inibidores seletivos de PDE 3 e 4, respectivamente) e zaprinast (inibidor
seletivo de PDE 5) em aorta de rato (KOMAS; LUGNIER; STOCLET, 1991); IBMX
(inibidor ndo seletivo de PDESs), milrinona e rolipram em jejuno de camundongo
(SATO et al., 2006).

A poténcia relaxante promovida por milrinona (pD; = 7,23 + 0,23) ndo
foi alterada na presenca de FGAL (pD, = 7,28 = 0,09), sugerindo que a PDE-IIl ndo
estd envolvida no efeito vasorrelaxante do flavonoide (Gréfico 16). Porém, o efeito

vasorrelaxante promovido por sildenafila (pD, = 6,84 + 0,25) foi potencializado na
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presenca de FGAL (pD, =7,62 = 0,22), 0 que sugere a participacdo dessa enzima
no efeito relaxante de FGAL (Gréfico 17).

Outra via que participa ativamente do processo de contracdo do
musculo liso vascular envolve a ativacdo da proteina cinase dependente de Ca?*
(PKC) (WEBB, 2003), onde varias isoformas de PKC (a, B, € () ja foram
identificadas no masculo liso vascular, de acordo com a sua dependéncia de Ca?*
(DIXON et al., 1994; LEE; SEVERSON, 1994).

Os canais de K' sio modulados negativamente pelas proteinas
cinases C (PKC). Alguns canais de K" ja foram descritos por serem blogueados pela
PKC (Kv, BKca, Katp € Kji) (KO et al., 2008).

Vérias isoformas de PKCs sdo farmacologicamente ativadas por
ésteres de forbol, como o forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), que ancora PKCs em
suas conformagodes ativas nas membranas (STEINBERG, 2008).

Para avaliar se FGAL atua modulando negativamente a PKC,
participando, dessa forma, do efeito relaxante desse flavonoide em aorta de rato,
utilizou-se como ferramenta farmacolégica o éster de forbol PMA.

O PMA induziu uma contracéo lenta e sustentada em aorta de rato.
Quando a poténcia relaxante de FGAL sobre a contracdo tdnica induzida por PMA
(pD2 = 4,15 + 0,10) foi comparada com aquela obtida por FEN (pD,= 5,35+ 0,11),
verifica-se que ha uma reducédo de 16 vezes na poténcia relaxante de FGAL quando
a aorta fora pré-contraida com PMA (Grafico 18). O fato de FGAL relaxar a aorta
pré-contraida com PMA, associado ao lento efeito relaxante, aproximadamente 2
vezes mais lento quando comparado ao relaxamento de FGAL nas contracdes
induzidas por FEN, sugere que esse flavonoide pode estar inibindo a PKC, mas com
baixa seletividade por essa enzima. A diferenca entre as poténcias relaxantes de
FGAL quando a aorta fora contraida com PMA ou FEN, pode ser explicada pelas
diferencas no que diz respeito ao mecanismo de contracdo induzido por essas duas
substancias. Enquanto o PMA contrai a aorta por ativacdo direta da PKC, a FEN
atua por ativacdo da proteina Gga11, cCOm consequente ativagdo da PLC e posterior
hidrolise do fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), com formacéo de IP; e DAG. O IP3
liga-se a um receptor no RS, permitindo a liberacdo de Ca?* dos estoques
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intracelulares, o DAG ativa Cay presentes na membrana plasmética, promovendo
influxo de Ca®*, e 0o aumento intracelular desse fon estimula a liberacdo do Ca?*
induzida por Ca®" através de receptores de rianodina, presentes na membrana do
RS. Dessa forma, pode-se sugerir que além da inibicdo direta da PKC, outros
mecanismos estdo envolvidos no efeito vasorrelaxante de FGAL. Se a poténcia
relaxante de FGAL fosse equipotente nas contragcdes induzidas por PMA e FEN,
poder-se-ia sugerir que FGAL estaria atuando principalmente pela inibicdo da PKC.
Dessa forma, esse trabalho descreve pela primeira vez na literatura a
atividade espasmolitica de FGAL em utero de rata, ileo e traqueia de cobaia e aorta
de rato, sendo mais potente em aorta, como também, a investigacdo do mecanismo
de acdo de FGAL em traqueia e aorta. Além disso, FGAL apresentou poténcia
vasorrelaxante em aorta de rato de forma semelhante ao flavonoide galangim
(MORELLO etal., 2006) e mais potente que outros flavonoides, como
(-)-epigalocatequina-3-galate  (ALVAREZ et al., 2006) e pinocembrim
(ZHU et al., 2007). Esses estudos sugerem que o flavonoide FGAL é um possivel
candidato a ser usado futuramente como ferramenta farmacolégica ou até mesmo

candidato a um futuro medicamento a ser usado no tratamento da hipertensao.
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Esquema 3 — Proposta de mecanismo de acéo para FGAL em traqueia de cobaia.

s : .
FGAL . K Traqueia de cobaia
OH
B0 LS
HyC OCHy K+ K K*

N / ! [c.'1|2+]c

PKA/PKG

Relaxamento

AMP-5’/GMP-5’ (i 'T‘AMPc/GMPc

FGAL ativa os SK¢, promovendo efluxo de K* com consequente hiperpolarizacéo e blogueio
de Cay, inibe PDEs desencadeando aumento nas concentracdes intracelulares de AMPc
e/ou GMPc o que ira ativar PKA e/ou PKG as quais poderdo ativar os SKc, € inibir os Cay,
culminando com a reducdo na [Ca*]. com consequente relaxamento do musculo liso da

traqueia de cobaia (MACEDO, 2012).
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Esquema 4 — Proposta do mecanismo de acéo para FGAL em aorta de rato.

FGAL Aorta de rato

\ \ () \ ()
DD OAA0L A AN i ) | i () 00 0.0 00 (0 B3 & ! | Wil

BKc. v ATP r Kea Cay ROC
s KK Kk K b
) K |+(+ K;(+ K+ \ 2 +
L [ca?),
. ca) = 5 PKC PKA/PKG
W . +/ Relaxamento
4%?/ ' , - PDES5
é’% AMP-5'/GMP-5 ¢ ——__ 1 AMPc/GMPc
==

FGAL ativa os canais de K' (Ky, Karp, Ki € SKci) 0 que promove efluxo de K7,
desencadeando hiperpolarizacéo e blogueio de Cay, blogqueia os ROCs, inibe a liberagcéo de
Ca?" do reticulo sarcoplasmatico, inibe a PDE 5 promovendo aumento de AMPc e/ou GMPc
0 que ira ativar PKA e/ou PKG as quais poderéo ativar os Ky, Karp, Ki; € SK¢, € inibir os Cay
e inibicdo da PKC, culminando com a reducéo na [Ca?']. com consequente relaxamento do
musculo liso da aorta de rato (MACEDO, 2012).
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No estudo do efeito hemolitico e anti-hemolitico em eritrcitos de rato e
espasmolitico em musculos lisos do flavonoide 3,6-dimetil éter galetina (FGAL),
isolado das partes aéreas de Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke, pode-se concluir

que:

v FGAL nao apresenta efeito hemolitico em eritrécito de rato e ndo protege

essas ceélulas contra a lise, 0 que sugere baixa toxicidade;

v Apresenta efeito espasmolitico ndo seletivo em Utero de rata, ileo e traqueia
de cobaia e aorta de rato;

v O efeito espasmolitico de FGAL em traquéia e aorta independe de fatores

relaxantes derivados do epitélio e do endotélio, respectivamente;
v' FGAL foi mais potente em induzir efeito espasmolitico em traqueia e aorta;
v' O tdnus basal da traqueia e da aorta ndo se altera na presenca de FGAL;

v" O mecanismo de acao de FGAL em traqueia parece envolver:
- ativacdo de canais de K*, especificamente dos SKca com provavel inibicao
dos Cay;
- inibicdo de fosfodiesterases (PDES);
v' Em aorta, 0 mecanismo de acdo de FGAL parece envolver:
- ativacdo de canais de K* (Katp, SKca, Kir € K\);
- inibicdo do influxo de Ca** através dos Cay e ROCs;
- inibic&o da liberacdo de Ca** do RS;
- inibicdo da PDE-V e n&ao envolvimento da PDE-III;
- inibicdo da PKC;
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Abstract

Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke is a tree of the Caatinga, in Northeast Brazil,
popularly known as “Jurema-branca”, “Jurema malicia-da-serra”, “Carcard” and “Calumbi”.
In folk medicine, a decoction or tincture of its bark and leaves are used to treat wounds and
as healing agents. Galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL) is a flavonoid isolated from the aerial
components of Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke, We decided to investigate a possible
FGAL spasmolytic effect on preparations of both the guinea pig ileum and trachea, the rat
uterus and the male rat aorta. FGAL inhibited oxytocin (ICs = 2.2 + 0.4 x 10° M) and
carbachol (CCh)-induced (ICs = 7.7 = 1.3 % 107 M) phasic contractions in the rat uterus,
but was more effective in the inhibition of the oxytocin-induced contractions. In the guinea
pig ileum, FGAL equipotently inhibited CCh (ICs = 2.8 = 0.4 x 10° M) and histamine-
induced (ICs = 2.3 = 0.5 x 10-° M) phasic contractions. FGAL equipotently and
concentration-dependently relaxed guinea pig trachea preparations pre-contracted with CCh,
both in the absence (ECs = 0.8 £ 0.1 x 10° M) and presence (ECs = 1.0 = 0.1 x 10° M)
of a functional epithelium. FGAL also relaxed preparations of the rat aorta pre-contracted
with phenylephrine in both the absence (ECs = 5.0 = 1.1 x 10-° M) and presence (ECs, =
54 = 1.2 x 10 M) of a functional endothelium. FGAL shows a non-selective spasmolytic
effect on each of the smooth muscle preparations we have tested, but with a greater effect on
those from the rat aorta. The relaxant effect on preparations of both the guinea pig trachea
and the rat aorta seems to not involve the epithelium or endothelium-derived relaxing
factors.

Key words: Piptadenia stipulacea, spasmolytic effect, smooth muscle, galetin 3,6-
dimethyl ether

Correspondence to: Cibério Landim MACEDO, Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal
da Paraiba, Campus I, 58.051-970, PO Box 5009, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil
Phone: +55-83-32167126 Fax: +55-83-3216-7502 e-mail: bagnolia@ltf.ufph.br or ciberiolandim(@hotmail.com



179

MACEDO, C. L. Apéndice A
124 C.L. MACEDO ¢t al.
Introduction

The genus Piptadenia (Fabaceae) comprises about 80 species (Cardozo, 2006) of trees, shrubs
and vines (Jobson and Luckow, 2007). The species of this genus contain various types of
secondary metabolites such as tannins (Zelada and Coni, 1915), steroids (Mivauchi et al., 1976),
alkaloids (Yamataso ef al., 1972) and flavonoids (Alves ef al., 2003; Cardozo, 2006).

Flavonoids exhibit several pharmacological effects: antioxidant and anti-inflammatory
(Hamildinen et al., 2007), antitumor (Izzo, 1996), vascular protective (Beretz and Cazenave, 1988)
and spasmolytic on the guinea pig ileum (Macander, 1986; Lima ef @l., 2005) and trachea (Lima ef
al., 2011) and the rat uterus (Lima, 2008).

The species Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke is a tree of the Caatinga, in Northeast Brazil

u

(Albuquerque and Andrade, 2002), popularly known as “Jurema-branca” (Fabricante and Andrade,
2007), “Jurema malicia-da-serra”, “Carcard” and “Calumbi” (Florentino ef al., 2007). In folk
medicine, a decoction or tincture of its bark and leaves are used to treat wounds (Albuquerque and
Andrade, 2002), and as healing agents (Bezerra, 2008). Ethyl acetate and aqueous fractions of this
species showed antinociceptive and anti-inflammatory effects in mice (Queiroz et al., 2010).

A flavonoid named galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL) (Fig. 1) was isolated from the aerial
parts of Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke and identified using NMR, with both *H and *C (uni
and bidimensional) (Lira ef @l., 2009). This flavonoid showed antinociceptive and anti-inflammatory
effects in mice (Queiroz ef al., 2010).

Considering that there are no reports in the literature of the spasmolytic effects of FGAL and
that many flavonoids show spasmolytic activity, we decided to investigate whether FGAL has a
spasmolytic effect on preparations of the guinea pig ileum and trachea, the rat uterus and the male

rat aorta.

OMe

HO O
[ OH
MeO
OH O

Fig. 1. Chemical structure of galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL) (Lira et al., 2009).

Material and Methods

Plant material

Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke was collected in Serra Branca municipality, Paraiba, in
April 2005. The botanical material was identified by Maria de Fatima Agra (PhD) of the
Department of Botany of LTF and a voucher specimen is deposited in the Herbarium Prof. Lauro
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Pires Xavier (JPB), UFPB under the identification code AGRA et al. 3331 (JPB).

Extraction and isolation of galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL)

Aerial components from the species were milled and extracted at room temperature with
ethanol, obtaining a crude ethanol extract which separated into the hexane, chloroform, ethyl
acetate and methanol phases after liquid/liquid extraction with organic solvents. The chloroform
phase was subjected to CC-normal phase providing three flavonoids: (1) santin, (2)
demethoxycentaureidin and (3) galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL). The structures were identified

with both and ¥*C (uni and bidimensional) 'H NMR and by comparison with literature data (Lira ef

al., 2009).

Animals

Experiments were performed with trachea rings and ileum segments from guinea pigs (Cavia
porcelus) of both sexes weighing between 300 and 500 g. Aortic rings from male rats and the
uterus from virgin rats (Raftus norvegicus) were collected from animals weighing between 250-350 g
and 150-250 g, respectively. The animals were maintained in a 12 h light-dark cycle (lights on:
06:00-18:00 h) under controlled temperature (21 = 1°C) and with free access to food (Purina®,
Brazil) and water. All experimental procedures were performed in accordance with guidelines
approved by the Animal Research Ethics Committee (CEPA) of LTE/UFPB (protocol CEPA/LTE:
0105/10).

Drugs and salts

Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO,47H20), calcium chloride bihydrate (CaCly'2H20),
potassium chloride (KCI) and magnesium chloride (MgCly) were purchased from Vetec Quimica
Fina Ltda. (Duque de Caxias, R], Brazil). Monosodium phosphate-1-hydrate (NaH.PO,-H-0) and
monopotassium phosphate (KH2PQ,4) were purchased from Nuclear (Sao Paulo, Brazil). Glucose
and sodium hicarbonate (NaHCQ;) were purchased from Dinimica (Sao Paulo, Brazil). Sodium
chloride (NaCl) was purchased from Fmaia (Sao Paulo, Brazil).

Histamine, Cremophor EL®, diethylstilbestrol, oxytocin, acetylcholine (ACh), arachidonic acid
and phenylephrine were obtained from Sigma-Aldrich, Ine. (St. Louis, MO, USA). Ethanol PA was
purchased from Reagen Ltda. (Colombo, PR, Brazil). Carbamylcholine hydrochloride (CCh) was
purchased from Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ, USA). All substances were dissolved
in distilled water except FGAL, which was solubilized in Cremophor EL® (3%), dissolved in
distilled water to a concentration of 102 M, and re-diluted in distilled water as needed for each
experimental protocol. The final Cremophor EL® concentration in the organ-bath never exceeded
0.01% (v/v).

Organ preparation

The animals were euthanized following the principles of laboratory animal care in accordance
with the guidelines of the bioethics committee. Female rats were pretreated with
diethylstilbestrol (1 mg/kg se) 24 h prior to the experiment to induce estrus, after which time they

were sacrificed by cervical dislocation. The trachea and ileum from guinea-pigs, and the male rat
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aorta and rat uterus were immediately removed, immersed in Krebs (aorta and trachea), modified
Krebs (ileum) and Locke Ringer (uterus) solutions bubbled with carbogen mixture (95% Oz and 5%
CO2). The solutions composition (mM) were: Krebs: NaCl (118), KCI (4.55), MgS04 (5.7), KH-PO,
(1.1), CaCl, (2.52), NaHCO; (25), glucose (11); modified Krebs: NaCl (117), KC1 (4.7), MgS0, (1.3),
NaH:POy (1.2), CaCl: (2.5), NaHCOs (25), glucose (11); Locke Ringer: NaCl (154), KCI (5.63),
MgCl: (2.1), CaClz (2.16), NaHCOs (5.95), glucose (5.55). The pH was adjusted to 7.4 by addition
of a few drops of a 1IN HCI solution. The segment of uterus was cut longitudinally into strips that
were 1 to 2 cm in length and about 1 mm wide, and were immersed in organ baths at 32°C
(Crankshaw, 2001). The ileum segment was cut transversally into £ to 3 em lengths (Daniel ef al.,
2001), the trachea was divided into segments containing 34 cartilage rings each and the aorta cut
into 3 mm wide rings. The preparations were immersed in 37°C organ baths with 5 mL of solution,
bubbled with carbogen mixture. To register isometric contractions, both aorta and trachea
segments were suspended from steel rods and connected to a force transducer (FORT-10)
attached to an amplifier (TMB4M), both from World Precision Instruments (Sarasota, FL, USA),
the latter connected to an A/D converter into a PC running Biomed® software (BioData, Brazil).
I[sotonic contractions of the segments of both the uterus and ileum were suspended by cotton yarn
and recorded on smoked kymograph drums using levers. The ileum was stabilized for 30 min, the
uterus for 40 min and both the trachea and aorta for 60 min at a preload tension of 1 g (baseline).
During the organ resting phase the solution in the bath was changed every 15 min to avoid the

accumulation of metabolites.

Experimental procedures
1. Effect of FGAL on oxytocin and CCh-induced phasic contractions in the rat uterus

After the stabilization period, two similar dose-response curves were obtained with
submaximal concentrations of oxytocin (10~ IU/mL) and CCh (10° M) (control). The contraction
process was repeated until a stable response to oxytocin or CCh was obtained. FGAL effects were
then determined by preincubating the uterine strips for 15 min with a single concentration in
independent experiments before adding oxytocin or CCh. ICs values were expressed as the mean
+ S.E.M. of individual ICs values and assessed with nonlinear regression.
2. Effect of FGAL on histamine and CCh-induced phasic contractions in guinea pig ileum

After the stabilization period, two similar dose-response curves were obtained with
submaximal concentrations of CCh and histamine (10° M) (control). The contraction process was
repeated until a stable response to CCh or histamine was obtained. FGAL effects were then
determined by preincubating the ileum segments for 15 min with a single concentration in
solutions of different concentrations in independent experiments before adding CCh or histamine.
ICso values were expressed as the mean = S.E.M. of individual ICs values and assessed with
nonlinear regression.
3. Effect of FGAL on CCh-induced tonic contractions in guinea pig trachea in both absence and

presence of functional epithelium

After the resting period, the trachea rings were contracted with CCh (10-% M) and the

isometric tension was recorded. When a stable contraction was attained (15-20 min), arachidonic

acid (10 M) was added to the organ bath to confirm the presence of an epithelium (Tschirhart et
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al., 1987). Epithelium functionality was confirmed by the presence of arachidonic acid-induced
relaxation (above 50% of maximal tension). In some trachea rings, the luminal surface was gently
rubbed with Krebs-wet cotton to remove the epithelial layer. The absence of epithelium was
confirmed when arachidonic acid-induced relaxation was absent or when the relaxation was less
than 10% of maximal tension. During the tonic phase of a second response to CCh, FGAL was
cumulatively added in an attempt to obtain dose-relaxation curves in both the absence and
presence of epithelium. The relaxant effect induced by FGAL was expressed as the reverse
percentage of the initial contraction force elicited by CCh.
4, Effect of FGAL on phenylephrine-induced tonic contractions in rat aorta in both absence and
presence of functional endothelium

After the resting period, the aortic rings were contracted with phenylephrine (0.3 #M) and the
isometric tension was recorded. When a stable contraction was attained (15-20 min), acetylcholine
(1 M) was added to the organ bath to confirm the presence of a functional endothelium (Furchgott
and Zawadzki, 1980). Endothelium functionality was confirmed by the presence of acetylcholine-
induced relaxation (above 50% of maximal tension). In some aortic rings, the luminal surface was
gently rubbed with Krebs-wet cotton to remove the endothelial layer. The absence of functional
endothelium was confirmed by the absence of acetylcholine-induced relaxation or when the
relaxation was inferior to 10% of maximal tension. During the tonic phase of a second response to
phenylephrine, FGAL was cumulatively added as an attempt to obtain dose-relaxation curves in
both the absence and presence of a functional endothelium. The relaxant effect induced by FGAL

was expressed as the reverse percentage of the initial contraction force elicited by phenylephrine.

Statistical analysis

Results were statistically analyzed using the Student’s f-test and a one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Bonferroni's test when appropriate. Differences between values
were congidered to be significant when a calculated P was less than 0.05.

Concentrations producing half-maximal response (ECsp) and inhibiting half-maximal effect by
an agonist (ICso) were calculated with nonlinear regression, used here to represent the spasmolytic
potency, and are presented as the mean + standard error of the mean (S.E.M.) in all experiments.

All data were analyzed with GraphPad Prism® software version 5.01 (GraphPad Software Inc.,

San Diego CA, USA).

Results

Effect of FGAL on oxytocin and CCh-induced phasic contractions in the rat uterus

FGAL inhibited phasic contractions induced by 102 TU/mL oxytocin (ICs = 2.2 + 0.4 x 107
M) and 10° M CCh (ICy, = 7.7 + 1.3 X 10° M) in the rat uterus (Fig. 2), suggesting a selective
effect related to receptors, due to ICso values showing a significant difference, with FGAL being
more potent in inhibiting oxytocin-induced contractions. The FGAL inhibitory effect was reversed

1 h after its removal from the organ baths (data not shown).
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Fig. 2. Effect of FGAL on the phasic contractions induced by 107 Ul/mL of oxytocin (A) and by 10° M of
CCh (B) in the rat uterus. The results are expressed as mean + S.E.M. **, P<0.05 and ***,
P<0,001 (control X FGAL) (n = 5).
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Fig. 3. Effect of FGAL on the phasic contractions induced by 10 M of CCh (A) and by 10-* M of histamine

P<0,001 (control X FGAL) (n = 5).

Effect of FGAL on histamine and CCh-inditced phasic contractions in guinea pig ileunt
FGAL inhibited phasic contractions induced by 10 M histamine (ICs = 2.3 + 0.5 x 10° M) and
105 M CCh (ICs = 2.8 = 0.4 x 10®° M) in the guinea pig ileum (Fig. 3), suggesting an “agonist-
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Fig. 4. Original record of the relaxant effect of FGAL on tonic contractions induced by 10° M
CCh in guinea pig trachea rings, in the absence (A) and presence (B) of epithelium. The
arrows after the induction of second contraction represent the cumulative addition of
FGAL in the concentrations of 10, 3 x 10-, 1077, 3 x 107, 10, 3 x 105, 10~ and 3 x
10° M, respectively. W = wash.
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Fig. 5. Effect of FGAL on the tonic contractions induced by CCh in both the absence (o) and
presence (o) of epithelium in the guinea pig trachea (n = 5). Symbols and vertical bars
represent the mean £ SEM, respectively.

related non-selective effect”, due to ICs values showing no significant statistical difference. The

FGAL inhibitory effect was reversed 1 h after its removal from the organ baths (data not shown).

Effect of FGAL on CCh-induced tonic contractions in guinea pig trachea in the absence and presence
of functional epitheliim

FGAL (10 — 3 % 10° M) concentration-dependently relaxed trachea rings pre-contracted
with CCh (10 M) in both the absence (ECs = 0.8 + 0.1 X 10° M) and presence (ECsp = 1.0 =
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Fig. 6. Original record of the relaxant effect of FGAL on tonic contractions induced by
phenylephrine in rings of the male rat aorta, in both the absence (A) and presence (B) of
endothelium. The arrows after the induction of second contraction represent the addition
of cumulative FGAL in concentrations of 107, 3 x 105, 107, 3 x 107, 10, 3 x 10%, 10
and 3 X 10° M, respectively. W = wash.

0.1 x 10 M) of an epithelium (Figs. 4 and 5). There was no significant difference hetween the
FGAL ECso values. The FGAL relaxant effect was reversed two hours after removing the

tflavonoid from the tracheal rings (data not shown).

Effect of FGAL on phenylephrine-induced tonic contractions in rat aorta in the absence and presence of
an endothelium

FGAL (10® - 3 x 107°® M) dose-dependently relaxed aorta rings pre-contracted with
phenylephrine (3 X 107 M) in both the absence (ECso = 5.0 + 1.1 X 10® M) and presence (ECsg
=54+ 1.2 X 10° M) of a functional endothelium (Figs. 6 and 7). The FGAL relaxant effect was

reversed two hours after removing the flavonoid from the aorta rings (data not shown).

Discussion

This study has demonstrated that the flavonoid galetin 3,6-dimethyl ether (FGAL) isolated
from Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke shows nonselective spasmolytic effect in the guinea pig
ileum and trachea, the male rat aorta and the rat uterus.

Smooth muscle is the main tissue responsible for controlling most hollow organs of the body.
Smooth muscle cells are present in the walls of various organs (stomach, intestines, bladder,
pulmonary airway, uterus) and vessels in the body. Thus, there is great interest in investigating
drugs which act on smooth muscle that are either obtained directly from plants or that are
derivatives of these. The regulation of smooth muscle contraction has an important role in many
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Fig. 7. Effect of FGAL on the tonic contractions induced by phenylephrine in rings of the male
rat aorta in hoth the absence (m) and presence (Z) of endothelium (n = 5). Symbols and
vertical bars represent the mean = S.E.M., respectively.

pathophysiological processes where the abnormal contraction of smooth muscle is important, such
as in hypertension, cerebral and coronary vasospasm, bronchial asthma, erectile dysfunction and
childbirth complications (Webb, 2003).

The mechanism of smooth muscle contraction requires an inecrease in [Ca®*]; with the main
source of Ca®" being the extracellular fluid. This enters the cytoplasmic compartment during
membrane depolarization or after agonist stimuli (Wray et al., 2005).

Substances that act on the uterine smooth muscle producing spasmolytic effect can be used to
treat diseases that affect this organ. The investigation of FGAL spasmolytic effects has shown that
this flavonoid inhibits CCh (ICs, = 7.7 = 1.3 X 10° M) and oxytocin-induced (IC;; = 2.2 + 0.4 X
10° M) phasic contractions in the rat uterus. Significant differences were observed among the ICs
values suggesting that, in the rat uterus, FGAL acts at the receptor level (Fig. 2).

The intestinal smooth muscle model is an important mean of investigating the mechanisms
involved in pathophysiological processes such as diarrhea and intestinal cramps. In the guinea pig
ileum, FGAL concentration-dependently inhibited CCh (ICso = 2.8 + 0.4 x 10 M) and histamine-
induced (ICs5, = 2.3 + 0.5 x 10~ M) phasic contractions, so equipotent, suggesting that FGAL is
not acting at the receptor level in the guinea pig ileum, but probably at asite common of the
pathway these agonists (Fig. 3).

One of the most important cell types involved in pulmonary airway diseases are smooth
muscle cells, which are implicated in the development of asthma. The tracheal epithelium has an
important role in modulating responses to several agonists in the pulmonary airway smooth
muscle. The airway epithelial cells modulate the hasal tone and reactivity of smooth muscle by
releasing epithelium derived relaxant factors (EDRF) (Hashiba et al., 1999), such as nitric oxide
(NO) (Nijkamp ef al., 1993) and prostaglandins (Farmer et al., 1987). The FGAL relaxant effect in
the guinea pig trachea pre-contracted with CCh is concentration-dependent and occurs in both the
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absence (ECs = 0.8 = 0.1 x 10° M) and presence (ECz = 1.0 = 0.1 X 10° M) of the epithelium
(Figs. 4 and 5). This suggests that the FGAL relaxant effect in the guinea pig trachea does not
involve epithelium-derived relaxing factors.

Recently, several substances and channels have heen described as endothelium-derived
hyperpolarizing factors (EDHF): small conductance Ca’*-activated K* channels (SKca),
intermediate conductance Ca®*-activated K*-channnels (IKc.), nitric oxide (NO), prostacyclin and
epoxyeicosatrienoic acids. EDHF pathways are compromised in hypertension and diabetes
(Edwards et al., 2010). Consequently, drugs which act on vascular smooth muscle represent an
alternative in treating these diseases. The FGAL relaxed rat aorta pre-contracted with
phenylephrine in both the absence (ECs = 5.0 = 1.1 x 10° M) and presence (ECso = 5.4 = 1.2
* 10 M) of a functional endothelium (Figs. 6 and 7). This effect is concentration-dependent and
equipotent, suggesting that the FGAL vasorelaxant effect in the rat aorta does not involve
endothelium-derived relaxing factors.

The spasmolytic potency of FGAL in the guinea pig ileum was similar to that obtained with the
flavonoid (2,3-trans-3,4-trans)-3,4,5,8-tetramethoxy-(6,7,2",3”) furanoflavan which inhibited the
phasic contractions induced by both acetylcholine (ICs) = 4.6 = 0.8 x 10° M) and histamine (ICso
= 2.3 + 1.1 % 10° M) (Lima ef al., 2005). But, in the guinea pig trachea, the potency of FGAL was
higher than the flavonoid 5,6-dimethoxy-7-phenyl-6,7-dihydro-5H-furo [3,2-g] chromen-4,9-dione
in the absence (ECs = 2.7 = 0.4 X 10° M) or presence (ECs = 4.2 = 0.6 x 10° M) of epithelium
(Lima ef al., 2011). The pharmacological potency of FGAL was higher in the rat aorta, both in the
absence (ECs = 5.0 = 1.1 x 10=® M) and presence (ECso = 5.4 = 1.2 x 107 M) of the
endothelium. So, FGAL is an interesting candidate as a pharmacological tool in medical practice.
However further studies are needed to clarify the mechanism of action of FGAL.

Therefore, we conclude that FGAL shows a nonselective spasmolytic effect in the guinea pig
ileum and trachea, the rat uterus and the rat aorta. In both the guinea pig trachea and rat aorta, the
relaxant effect seems to not involve epithelium and endothelium-derived relaxant factors,
respectively.

Further studies are required to elucidate the mechanism of the spasmolytic action of FGAL in

smooth muscles.
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Galatin 3,6-dimathy| athar (FGAL) is a flavonoid from Piptadenia stipulaceas (Benth.)
Ducka aarnal parts and sinca FGAL showad ralaxant action in guinea-pig trachea, wea
aimad to alucidata the machanisms invalved in that actan. Initially, wa analyzad FGAL
relaxation an guinea-pig trachea contracted by maderatad (18 mM} and high (B0 mk)
alevation of axtracallular K+ and FGAL was more potent for KCI 18 mb (pD2 = 550 £
0.36) than far KCI 60 mM (pD2 = 4.80 = 0.07) indicating a passibla K+ channals
participation, that was canfirmed whan in the presanca of 10 mM TEA+, a non-
selectiva K+ channal blacker, FGAL ralaxant patancy was raduced (pD2 =512 £ 0.07
to 4 87 £ 0.02). Sama K+ channals sublypas weare investigated using salactve
blackers, but anly in tha prasance of apamin, a SKCa blocker, FGAL ralaxant patancy
was attenuated (pD2 = 4 85 + 0.06) suggesting SKCa activation. Analyzing our results,
and comparing FGAL relaxant potency whan KCI 60 mM (pD2 = 4 80 + 0.07) ar CCh
10-6 M (pD2 = 5.02 £+ 0.07) contractad trachea, an equipotancy was absarved
indicating CaV participation, but not ROCs. Aminaphylling, a non-salactive inhibitar of
phosphadiestarases (PDEs) was ugad 1o avaluated eyalie nuclaatides-PDEs
involvameant and in flavanoid prasance aminaghylline-induca ralaxation (pD2Z =412 £
0.08) was patentiated around 4 folds (pD2 = 4. 80 + 0.44) indicating that cyclic
nucleotidas-PDEs participates. These results suggest that an guinea-pig trachea
FGAL-inducad relaxation may ba mediated by K+ and Ca2+ channels as wall as cychc
nucleatidas-FOEs.
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