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Participação dos canais de potássio no efeito relaxante do ácido ent-7-hidroxitraquiloban-18-oico 

em traqueia isolada de cobaia 
MARTINS, I. R. R. (2012) 

Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,      
Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB 

 
RESUMO 

 
A partir das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana A. St-Hil. & Tul. foi isolado o 
diterpeno da classe dos traquilobanos, ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico 
(traquilobano-318) que em estudos anteriores mostrou-se capaz de relaxar a 
traqueia de cobaia pré-contraída com carbacol (CCh). Assim, o objetivo deste 
trabalho foi investigar o mecanismo de ação envolvido nesta atividade relaxante do 
traquilobano-318. Os anéis de traqueia foram suspensos em cubas para órgão 
isolado, contendo solução de Krebs, a 37º C e aerados com carbogênio. As 
contrações isométricas foram registradas com o auxílio de um sistema de aquisição 
digital. Para avaliar uma possível ação direta do diterpeno sobre o complexo 
Ca2+-calmodulina foi utilizado a clorpromazina (CPZ) (10-6 M), um inibidor da 
calmodulina, e observou-se que o efeito relaxante do traquilobano-318 
(pD2 = 4,38 ± 0,07, n = 5) não foi significantemente alterado na presença deste 
inibidor (pD2 = 4,25 ± 0,07, n = 5). Em seguida foi realizado um protocolo usando 
diferentes concentrações extracelulares de potássio (K+) que indicaram que o 
traquilobano-318 estaria agindo como um possível ativador dos canais de K+, uma 
vez que seu efeito relaxante mostrou-se mais potente quando a traqueia era 
pré-contraída por 18 mM de KCl (pD2 = 4,90 ± 0,25, n = 5) do que quando pré-
contraída por 60 mM de KCl (pD2 = 3,88 ± 0,01, n = 5). Para confirmar a participação 
dos canais de K+ utilizou-se um bloqueador não seletivo destes canais, 
tetraetilamônio (TEA+) (10 mM) que foi pré-incubado antes da adição de CCh, o que 
resultou na atenuação do relaxamento promovido pelo diterpeno (pD2 = 4,01 ± 0,06, 
n = 5). Com o objetivo de se determinar quais subtipos de canais de potássio 
estariam envolvidos na ação relaxante do traquilobano-318, a curva de relaxamento 
do diterpeno foi avaliada na presença de vários bloqueadores seletivos destes 
canais. O fato da curva de relaxamento do traquilobano-318 (pD2 = 4,38 ± 0,07) ter 
sido desviada para direita, de maneira significante, na presença de 4-AP, bloqueador 
dos canais de K+ sensíveis a voltagem (Kv) (pD2 = 3,91 ± 0,003); glibenclamida, 
bloqueador dos canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP) (pD2 = 4,00 ± 0,06); apamina, 
bloqueador dos canais de K+ ativados pelo cálcio de pequena condutância (SKCa) 
(pD2 = 3,45 ± 0,14)  e na presença de iberiotoxina, bloqueador dos canais de K+ 
ativados pelo cálcio de grande condutância (BKCa) (pD2 = 3,80 ± 0,05) sugere que o 
diterpeno está modulando positivamente estes canais para exercer seu efeito 
relaxante. Por outro lado a participação dos canais de potássio retificadores de 
entrada (Kir) foi descartada pois a curva de relaxamento do traquilobano-318 não foi 
alterada (pD2 = 4,15 ± 0,10, n = 5) na presença do BaCl2, bloqueador seletivos 
destes canais. A participação dos nucleotídios cíclicos foi descartada, uma vez que a 
curva de relaxamento em traqueia pré-contraída por CCh obtida com aminofilina 
(pD2 = 4,27 ± 0,09, n = 5), um inibidor não seletivo das fosfodiesterases (PDEs), não 
foi alterada na presença do traquilobano-318 (pD2 = 4,46 ± 0,08, n = 5). Assim, o 
efeito relaxante do traquilobano-318 parece envolver a modulação positiva dos 
subtipos de canais de potássio KATP, Kv, SKCa e BKCa em traqueia isolada de cobaia. 
 
Palavras-chave: músculo liso das vias aéreas, canais de potássio, diterpeno, 
traquilobano, Xylopia langsdorfiana, Annonaceae. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

Participation of potassium channels in the ent-7-hidroxitrachyloban-18-oic acid 

relaxation effect on guinea pig trachea 
MARTINS, I. R. R. (2012) 

Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,      
Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB 

 
ABSTRACT 

 
From Xylopia langsdorfiana A. St-Hil. & Tul. stem bark was isolated the diterpene of 
trachylobane class, ent-7α-hydroxytrachyloban-18-oic acid (trachylobane-318) that in 
previous studies showed to be able to relax guinea-pig trachea pre-contracted by 
carbachol (CCh). Thus, we aimed to investigate the action mechanism underlying in 
this trachylobane-318 relaxant activity. Trachea rings were suspended in organ 
baths, containing Kreb’s solution, at 37 ºC and aired with carbogenic mixture. 
Isometric contractions were registered using a digital acquisition system. In order to 
evaluate a direct effect of the diterpene in Ca2+-calmodulin complex was used 
chlorpromazine (CPZ) (10-6 M), a calmodulin inhibitor, and we observed that 
trachylobane-318 relaxation effect (pD2 = 4.38 ± 0.07, n = 5) was not significantly 
altered in presence of this inhibitor (pD2 = 4.25 ± 0.07, n = 5). Then, was performed a 
protocol using different potassium (K+) extracellular concentrations which indicated 
that trachylobane-318 would be acting as a possible potassium channels activator 
since its relaxation was more potent when guinea-pig trachea was pre-contracted by 
KCl 18 mM (pD2 = 4.90 ± 0.25, n = 5) than by KCl 60 mM (pD2 = 3.88 ± 0.01, n = 5). 
To confirm the potassium channels participation was used a non-selective potassium 
channels blocker, tetraethylammonium (TEA+) 10 mM, that was pre-incubated before 
CCh addition, that resulted in an attenuation of diterpene relaxation 
(pD2 = 4.01 ± 0.06, n = 5). To determinate which potassium channels subtypes would 
be involved in the trachylobane-318 action, the diterpene relaxation curve was 
assessed in the presence of several potassium channels selective blockers. The fact 
of the trachylobane-318 relaxation curve was shifted to the right in a significant 
manner in the presence of 4-AP, a selective blocker of voltage activated K+ channels 
(Kv) (pD2 = 4.00 ± 0.06, n = 5); glibenclamide, a selective blocker of ATP-sensitive K+ 
channel (KATP) (pD2 = 3.91 ± 0.003, n = 5); apamin, a selective blocker of small 
conductance calcium-activated K+ channels (SKCa) (3.45 ± 0.14, n = 5) and big 
conductance calcium-activated K+ channels (BKCa) (3,80 ± 0,05, n = 5) is suggestive 
that the diterpene is modulating positively these channels to exert its relaxant effect. 
On the other hand, the inwardly rectifying K+ channels (Kir) was discarded since the 
relaxation curve was not altered (pD2 = 4.15 ± 0.10, n = 5) in the presence of BaCl2, 
selective blocker of these channels. Cyclic nucleotides participation was discarded 
since the relaxation curve obtained with aminophylline on guinea-pig contracted by 
CCh (pD2 = 4.27 ± 0.09, n = 5), a phosphodiesterases (PDEs) non-selective inhibitor, 
was not altered in trachylobane-318 presence (pD2 = 4.46 ± 0.08, n = 5). Thus, 
trachylobane-318 relaxant effect seems to involve the positive modulation of 
potassium channels subtypes Kv, KATP, SKCa and BKCa on guinea pig trachea. 
 
Keywords: airway smooth muscle, potassium channels, diterpene, trachylobane, 
Xylopia langsdorfiana, Annonaceae. 



1 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Mapa de distribuição da família Annonaceae no mundo, representado em 

vermelho  ....................................................................................................................... 25 

 

Figura 2 – Foto de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (A); detalhes da folha e da 

flor (B) ............................................................................................................................ 27 

 

Figura 3 – Estrutura química do ácido ent-7α-acetoxitraquiloban-18-oico 

(traquilobano-360)  ........................................................................................................ 29 

 

Figura 4 – Estrutura química do ácido ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico 

(traquilobano-318) ......................................................................................................... 29 

 

Figura 5 – Esquema da via da fosfolipase C ............................................................... 33 

 

Figura 6 – Regulação independente de Ca2+ da fosforilação e desfosforilação da 

MLC20    .......................................................................................................................... 35 

 

Figura 7 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

10-6 M de clorpromazina (B) em traqueia isolada de cobaia.. ..................................... 55 

 

Figura 8 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 18 mM de KCl (A) e por 60 mM de KCl (B) em traqueia 

isolada de cobaia. ......................................................................................................... 58 

 

Figura 9 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

10 mM de TEA+ (B) em traqueia isolada de cobaia .................................................. 61 

 



2 
 

Figura 10 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

2 x 10-3 M de 4-AP (B) em traqueia isolada de cobaia. ............................................... 64 

 

Figura 11 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

3 x 10-6 M de glibenclamida (B) em traqueia isolada de cobaia.. ............................... 66 

 

Figura 12 – Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

10-6 M de apamina (B) em traqueia isolada de cobaia ................................................ 68 

 

Figura 13 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

10-7 M de IbTx (B) em traqueia isolada de cobaia. ...................................................... 70 

 

Figura 14 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

10-4 M de BaCl2 (B) em traqueia isolada de cobaia ..................................................... 72 

 

Figura 15 - Registro representativo do efeito relaxante da aminofilina sobre a 

contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 

3 x 10-5 M do traquilobano-318 (B) em traqueia isolada de cobaia ............................ 76 

 

Figura 16 – Esquema representativo do mecanismo de ação relaxante do 

traquilobano-318 em traqueia isolada de cobaia ......................................................... 90 



3 
 

 

LISTA DE GRÁFICOS 

 

Gráfico 1 – Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

CCh na ausência () e presença () de clorpromazina em anéis traqueia de cobaia 

…………………………………………………………………………………………………56 

 

Gráfico 2 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 18 mM de KCl () e 60 mM de KCl () em 

anéis de traqueia isolada de cobaia ............................................................................. 59 

 

Gráfico 3 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de 

cobaia na ausência () e na presença () de 10 mM de TEA+ ................................. 62 

 

Gráfico 4 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de 

cobaia na ausência () e na presença () de 2 x 10-3 M de 4-AP ............................ 65 

 

Gráfico 5 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de 

cobaia na ausência () e na presença () de 3 x 10-6 M de glibenclamida ............. 67 

 

Gráfico 6 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de 

cobaia na ausência () e na presença (▲) de 10-6 M de apamina ............................ 69 

 

Gráfico 7 – Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre 

as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de 

cobaia na ausência () e na presença () de 10-7 M de IbTx ................................... 71 

 

Gráfico 8 – Efeito relaxante do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas 

induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na ausência 

() e na presença () de 10-4 M de BaCl2 .................................................................. 73 



4 
 

Gráfico 9 – Efeito relaxante da aminofilina sobre as contrações tônicas induzidas por 

10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na ausência () e na 

presença (▲) de 3 x 10-5 M de traquilobano-318 ........................................................ 77 

 



5 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Análise entre os valores de pD2 de traquilobano-318 em traqueia de 

cobaia na ausência e presença dos bloqueadores de canais de K+........................... 74 



6 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

[(Ca2+)4-CaM] complexo cálcio - calmodulina 

[Ca2+] concentração de Ca2+ 

[Ca2+]c concentração de Ca2+ citosólico 

[K+]e  concentração extracelular de potássio 

[K+]i  concentração intracelular de potássio 

4-AP   4-aminopiridina 

AA   ácido araquidônico 

ACh acetilcolina 

AMPc monosfofato cíclico de adenosina  

ANOVA  análise de variância 

ATP trifosfato de adenosina 

BKCa canais de K+ ativados por Ca2+ de grande condutância 

CaM calmodulina 

CaV canais de cálcio dependentes de voltagem  

CaV1   canais de cálcio dependentes de voltagem do tipo 1 

CaVL   canais de cálcio dependentes de voltagem do tipo L 

CBiotec  Centro de Biotecnologia 

CCh carbacol 

CCS Centro de Ciências da Saúde 

CE50 concentração molar de uma substância necessária para produzir 

50% de seu efeito máximo 

CPI-17 inibidor da fosfatase da miosina potencializado pela PKC 

CPZ clorpromazina 

DAG diacilglicerol 



7 
 

e.p.m. erro padrão da média 

Emax   efeito máximo 

Gq/11 proteína Gq ou proteína G11 

Gq subunidade α da proteína Gq 

G12/13 proteína G12 ou proteína G13 

GMPc monofosfato cíclico de guanosina  

GPCR   receptor acoplado à proteína G 

GTP   trifosfato de guanosina 

IbTx iberiotoxina 

IKCa  canais de K+ ativados por Ca2+ de condutância intermediária  

IP3    1,4,5-trisfosfato de inositol 

IP3 R   receptor de IP3 

KATP   canais de potássio sensíveis ao ATP 

KCa    canais de potássio ativados por Ca2+ 

Kir   canais de potássio retificadores de entrada 

Kv canais de K+ dependentes de voltagem 

MLC cadeia leve da miosina 

MLCK cinase da cadeia leve da miosina 

MLCP fosfatase da cadeia leve da miosina 

MYPT1 subunidade 1 condutora da fosfatase da miosina 

NO óxido nítrico 

pD2 logaritmo negativo, na base 10, da CE50 

PIP2 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol 

PKA proteína cinase dependente de AMPc 

PKG proteína cinase dependente de GMPc 

PLC fosfolipase C 



8 
 

PLD fosfolipase D 

PMCA Ca2+ ATPase da membrana plasmática 

PPgPNSB  Programa de Pós-Graduação em Produtos Naturais e  

   Sintéticos Bioativos 

RhoA    pequena proteína G ligante de GTP 

ROK   cinase dependente de RhoA 

RYR   receptor de rianodina 

RS retículo sarcoplasmático 

SERCA Ca2+ ATPase do retículo sarcoplasmático 

SKCa canais de K+ ativados por Ca2+ de pequena condutância  

TEA+ íon tetraetilamônio 

UFPB   Universidade Federal da Paraíba 

Vm   potencial de membrana 

ZIPK   proteína cinase de interação zíper 

 

OBS: as abreviaturas e os símbolos utilizados neste trabalho e que não constam 

nesta relação, encontram-se descritas no texto ou são convenções adotadas 

universalmente. 
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1.1 Produtos naturais 

 Ao longo dos tempos, a natureza tem suprido as necessidades básicas dos 

seres humanos, fornecendo inúmeros produtos naturais para o tratamento de um 

amplo espectro de enfermidades (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Sendo 

ainda relatado que desde o início da vida social organizada, a humanidade tem 

buscado combater as doenças e melhorar a sua qualidade de vida através de uma 

série de tentativas e erros, os quais construíram o conhecimento sobre as ervas 

medicinais que foram reunidos e resumidos em farmacopeias que remontam à 

antiguidade (BORCHARDT, 2002). 

 A história do desenvolvimento das civilizações oriental e ocidental é rica em 

exemplos da utilização de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e 

em mecanismos de defesa, merecendo destaque as civilizações egípcia, 

greco-romana e chinesa. Esta última desenvolveu-se com tal grandiosidade e 

eficiência que até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais são 

estudados pela atual farmacologia na busca pelo entendimento de seu mecanismo 

de ação e no isolamento dos princípios ativos (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 

2006). 

 As plantas, em particular, têm desempenhado um papel dominante no 

desenvolvimento de sofisticados sistemas da medicina tradicional (CRAGG; 

GROTHAUS; NEWMAN, 2009), fornecendo um vasto arsenal terapêutico contra 

inúmeras doenças, desde as mais simples até as mais complexas, compreendendo 

assim uma fonte de inestimável valor às necessidades medicinais da humanidade. 

 Os produtos naturais têm servido como fonte e inspiração para uma grande 

fração da atual farmacopeia. Uma revisão realizada por Newman e Cragg (2007) 

analisando as fontes de novas drogas entre os anos de 1981 e 2006, e utilizando 

uma definição bastante ampla do que constitui uma ―droga derivada de produto 

natural‖ também indicou que quase 50% das novas drogas introduzidas neste 

período eram originadas de produtos naturais, reforçando a ideia anteriormente 

exposta. Embora as estimativas variem, é seguro dizer que entre 25 e 50% dos 

medicamentos atualmente comercializados devem suas origens aos produtos 

naturais (KINGSTON, 2011).  
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  Um exemplo desta utilização foi que, em 1806, o jovem farmacêutico alemão 

Friedrich Wilhelm Adam Serturner (1783–1841) relatou o isolamento de um pó 

cristalino branco a partir do ópio (Papaver somniferum), o qual recebeu o nome de 

morfina, em alusão a Morpheus (deus grego dos sonhos) 

(HUXTABLE; SCHWARZ, 2001). O isolamento da morfina foi o marco inicial para a 

descoberta de muitos outros produtos naturais utilizados na terapêutica, incluindo 

estricnina, colchicina, codeína, entre outros (HESSE, 2002). Dessa forma, mesmo 

após mais de 200 anos, a morfina ainda tem sido utilizada por suas propriedades 

analgésicas, sendo considerado um dos fármacos mais potentes desta classe 

terapêutica, e ainda servindo como inspiração para obtenção de novas moléculas 

com atividades biológicas relevantes.  

 Adicionalmente, 13 drogas relacionadas a produtos naturais foram aprovadas 

entre 2005 e 2007, das quais 5 destas são mencionadas como sendo o primeiro 

representante (protótipo) de novas classes de drogas: os peptídios exenatide 

(controle do diabetes mellitus tipo II) e ziconotide (potente analgésico não opióide e 

não AINEs), além das moléculas ixabepilone (agente anti-tumoral), retapamulin 

(agente antibacteriano contra impetigo) e trabectedin (agente anti-tumoral) 

(HARVEY, 2008). Dessa forma, a natureza como uma fonte não só de agentes 

quimioterápicos potenciais, mas também de compostos que serviram de base e 

inspiração para a semissíntese ou síntese total de novos fármacos ainda mostra-se 

uma alternativa bastante interessante e viável. 

 Em adição, a vinblastina, a quinina, a vincristina, a artemisinina, o etoposídeo, 

o teniposídeo, o paclitaxel e os derivados de camptotecina, topotecano e irinotecano 

também são exemplos de fármacos isolados de plantas que contribuíram de maneira 

significativa para ampliação das possibilidades terapêuticas na espécie humana 

(KINGSTON, 2011).  

 Dessa maneira, partindo do princípio que o Brasil é o país de maior 

biodiversidade mundial e de onde a grande maioria das plantas nativas ainda não 

tem estudos farmacológicos e/ou fitoquímicos, sendo assim um vasto celeiro de 

moléculas a serem descobertas, vislumbrando sua utilização como fonte de recursos 

terapêuticos (FOGLIO et al., 2006). 
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1.2 A Família Annonaceae e a espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. 

 Na flora mundial, a família Annonaceae é uma das maiores da classe 

Magnoliid possuindo 128 gêneros e aproximadamente 2300 espécies que medram 

principalmente em regiões pantropicais, sendo constituída por plantas arbóreas ou 

arbustivas sendo as trepadeiras também muito frequentes (KESSLER, 1993). Na 

Figura 1 encontra-se representada a distribuição dessa família no mundo, onde 50 

gêneros são encontrados na Ásia e Austrália, 34 gêneros na África, enquanto na 

América são conhecidos 39 gêneros (BRUMMITT; POWELL, 1992). Dos gêneros 

que compõem esta família, 34 podem ser encontrados na América do Sul, com 

predominância dos gêneros Annona L., Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavan, 

Rollinia St. Hil. e Xylopia L.. 

 

Figura 1 - Mapa de distribuição da família Annonaceae no mundo, representado em 
vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: www.mobot.org (acessado em: 15 de dezembro de 2011) 

 

 No Brasil, a família Annonaceae possui 26 gêneros e 260 espécies, dentre os 

quais se inclui o gênero Xylopia, que possui aproximadamente 160 espécies 

(MAAS et al., 2001). No estado da Paraíba, segundo levantamento no Herbário JPB, 

há 7 gêneros de Annonaceae e 12 espécies de Xylopia 

(PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004). 

 Algumas espécies de Xylopia apresentam usos na medicina popular, como 

por exemplo, os frutos de Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich que são usados como 
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carminativo, tônico pós-parto, para distúrbios estomacais, no tratamento de 

bronquite, em distúrbios biliares e disenteria (ASFAW; DEMISSEW, 1994), assim 

como para o tratamento da malária (ETKIN, 1997). As sementes de Xylopia 

frutescens Aubl. são usadas no Brasil como agente antimicrobiano e contra 

reumatismo, entre outros usos (MELO et al., 2001). Atividades leishmanicida e 

tripanossomicida já foram relatadas anteriormente para Xylopia aromatica (Lam.) 

Mart. (OSORIO et al., 2007).  

 Diversas classes de metabólitos secundários têm sido encontradas em várias 

espécies do gênero Xylopia, das quais se destacam as acetogeninas 

(ALFONSO et al., 1996; COLMAN-SAIZARBITORIA et al., 1995, 1994), 

sesquiterpenos, alcaloides (MARTINS et al., 1998; SILVA et al., 2009), flavonoides 

(SANTOS; SALATINO, 2000) e terpenoides, estes tendo uma importância tanto para 

a sobrevivência das espécies de Xylopia como propriedades biológicas benéficas 

para os humanos (AHARONI et al., 2005).  

 Os terpenoides podem ser ainda subdivididos em outras categorias de acordo 

com a quantidade de grupos isoprênicos existentes na molécula, porém dentre estas 

classes acredita-se que os diterpenos, como por exemplo, labdanos, cauranos, 

caurenos e traquilobanos (CAMPOS DE ANDRADE et al., 2004; 

MARTINS et al., 1998; MELO et al., 2001; TAVARES et al., 2006; 

VILEGAS et al., 1991) sejam metabólitos secundários característicos das espécies 

de Xylopia, e assim com potencial quimiotaxonômico para este gênero 

(VILEGAS et al., 1991). 

 A espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (Figura 2) é uma árvore 

medindo de 5 a 7 metros de altura (MAAS et al., 2001), sendo popularmente 

conhecida como ―pimenteira-da-terra‖ no Nordeste do Brasil, porém sem uso 

conhecido na medicina popular (CORRÊA, 1984). 
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Figura 2 - Foto de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (A); detalhes da folha e da flor (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fernando A. C. Viana, 2007. 

 

 O extrato etanólico bruto (EEtOH) das partes aéreas de Xylopia langsdorffiana 

é relatado por apresentar atividade antidiarréica em camundongos 

(SILVA et al., 2010). Além disso, o EEtOH e a fase hexânica (FaHex) das partes 

aéreas de X. langsdorffiana mostraram atividade gastroprotetora em ratos 

(MONTENEGRO et al., 2011). 

 Da fase hexânica obtida do extrato etanólico bruto das cascas do caule de X. 

langsdorfiana foi isolado um diterpeno da classe dos labdanos, identificado como 

sendo o ácido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-oico (labdano-302) que mostrou efeito 

espasmolítico em útero isolado de rata e íleo isolado de cobaia, bem como efeito 

relaxante em traqueia isolada de cobaia e aorta isolada de rato (RIBEIRO, 2003).  

 Em traqueia de cobaia, o efeito relaxante do labdano-302 envolve a ativação 

dos canais de K+ ativados por Ca2+ de grande condutância (BKCa) e da proteína 

cinase dependente de AMPc (PKA) (RIBEIRO et al., 2007). Em aorta de rato, o 

mecanismo pelo qual o labdano-302 promove relaxamento se dá pela ativação de 

A B 
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canais de potássio sensíveis a voltagem e retificadores de entrada (KV e Kir, 

respectivamente), além da ativação da via de sinalização monosfofato cíclico de 

adenosina (AMPc)-PKA e bloqueio dos canais de cálcio dependentes de voltagem 

do tipo L (CaVL). O labdano-302 ainda reduz as correntes de K+ através dos KV 1.3, 

expressos heterologamente em células de fibroblastos de camundongo da linhagem 

L929, sendo este efeito provavelmente dependente da fosforilação dos KV1.3 via 

PKA (RIBEIRO, 2007). 

 Além disso, o labdano-302 também possui atividade hipotensora e 

taquicárdica reflexa em ratos normotensos não anestesiados e efeito vasorelaxante 

em artéria mesentérica superior de ratos (OLIVEIRA et al., 2006). Em íleo de cobaia, 

a ação espasmolítica de labdano-302 se dá por modulação positiva dos canais de 

K+, o que indiretamente bloqueia o influxo de Ca2+ através dos CaV 

(MACÊDO, 2008). Em útero isolado de rata, o labdano-302 exerce seu efeito 

tocolítico por modulação positiva dos canais de potássio de pequena condutância 

ativados por cálcio (SKCa) além da participação de fosfodiesterases (PDEs) 

(TRAVASSOS, 2010). 

 Outro diterpeno, da classe dos traquilobanos, foi isolado da fase hexânica do 

extrato etanólico bruto das cascas do caule de X. langsdorfiana e identificado como 

ácido ent-7-acetoxitraquiloban-18-oico, codificado como traquilobano-360 

(Figura 3). Havendo relatos de seu efeito antitumoral em células leucêmicas  

(SILVA et al., 2005), bem como, em células de sarcoma 180 (PITA et al., 2009); 

atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata 

(QUEIROGA et al., 2006) e atividade antinociceptiva no modelo de contorção 

abdominal em camundongos Swiss (CUPERTINO-SILVA et al., 2006).  
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Figura 3 - Estrutura química do ácido ent-7α-acetoxitraquiloban-18-oico (traquilobano-360). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Tavares et al., 2006. 

 

 Outro diterpeno isolado da fase hexânica do extrato etanólico bruto das 

cascas do caule de X. langsdorfiana foi o ácido ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico, 

codificado como traquilobano-318 (Figura 4), e que até então havia sido somente 

estudado quanto a sua atividade antitumoral em células de sarcoma 180 

(PITA et al., 2009). Devido ao baixo rendimento na obtenção deste diterpeno, 

torna-se mais viável a sua obtenção por síntese a partir do traquilobano-360, onde a 

partir deste precursor é feita uma modificação estrutural na posição 7, no grupo 

acetato de etila, através de uma reação de desacetilação gerando um grupo hidroxi 

na mesma posição, e assim originando-se o traquilobano-318 com um rendimento 

aproximado de 80%. 

  

Figura 4 - Estrutura química do ácido ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Tavares et al., 2006. 
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 Em nosso laboratório foi realizada uma triagem farmacológica do 

traquilobano-360 e traquilobano-318 em modelos experimentais de vários músculos 

lisos (útero de rata, aorta de rato, traqueia e íleo de cobaia). Nesses estudos foi 

constatado que ambos os compostos não possuíam atividade espasmolítica 

significante em útero de rata e aorta de rato, mas apresentaram efeito espasmolítico 

em íleo de cobaia (SANTOS, 2010; SANTOS et al., 2011a). Em especial, no íleo de 

cobaia, ambos os diterpenos relaxaram este órgão através da modulação positiva 

dos canais de potássio e modulação negativa dos Cav, eventos que culminam com a 

redução da [Ca2+]c e consequente relaxamento deste músculo liso (SANTOS, 2010; 

SANTOS et al., 2011b). 

 Em traqueia de cobaia os diterpenos se comportaram distintamente, onde o 

traquilobano-360 não relaxou a traqueia tanto na ausência quanto na presença de 

epitélio funcional, enquanto que, interessantemente, o traquilobano-318 relaxou a 

traqueia de maneira independente de epitélio funcional (SANTOS, 2010; 

SANTOS et al., 2011a). Assim foi hipotetizado que o efeito relaxante do 

traquilobano-318 fosse devido à diferença estrutural que há em relação ao 

traquilobano-360, a qual consiste na substituição de um grupo acetoxi por um 

grupamento hidroxi no carbono 7 (Figuras 3 e 4). Esse resultado nos motivou a 

continuar com a investigação do mecanismo de ação do traquilobano-318 em 

traqueia de cobaia. 

  

1.3 Regulação da contração e relaxamento do músculo liso 

 

 O músculo liso é amplamente distribuído por todo o corpo, incluindo os vasos 

sanguíneos, vias respiratórias, trato gastrintestinal, urinário e reprodutivo, 

apresentando uma variedade de funções essenciais à vida, tais como controle da 

pressão arterial, respiração e peristaltismo gastrointestinal, dentre outros. 

Anormalidades no processo de contratilidade do músculo liso acarretam em várias 

desordens e doenças como hipertensão, cólicas uterinas, disfunção erétil, dispepsia 

e asma (KIM et al., 2008). Dessa forma, o modelo experimental de músculo liso tem 

uma grande importância na busca por moléculas de interesse terapêutico, que 

venham a restabelecer as funções fisiológicas deste músculo e, consequentemente, 

o bem-estar do indivíduo. 
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O cálcio é um segundo mensageiro importante que desempenha um papel 

essencial a uma grande variedade de processos biológicos, incluindo a regulação 

enzimática, expressão gênica, tráfego de proteína, proliferação celular, apoptose e a 

coordenação do acoplamento excitação-contração do músculo 

(CARAFOLI; BRINI, 2007). Em geral, existem duas fontes deste íon sinalizador na 

célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca2+ para o citoplasma, através dos 

canais na membrana plasmática e outra intracelular representada pelos estoques 

internos, principalmente o retículo sarcoplasmático (RS) que liberam Ca2+ para o 

citosol (MA; PAN, 2003). 

O íon cálcio age como um segundo mensageiro e é responsável por muitos 

processos intracelulares através de ligações a sítios específicos em proteínas de 

ligação ao Ca2+. A calmodulina (CaM) é a mais conhecida destas proteínas, com alta 

afinidade pelo Ca2+. As proteínas da família S100 (S100A1, S100A4, S100A6 e 

S100A10) que são pequenas proteínas ácidas com peso molecular de 11 kDa  

(HEIZMANN, 1991) também tem afinidade pelo Ca2+ no músculo liso e estão 

envolvidas na regulação de diferentes mecanismos de sinalização intracelular 

dependentes de cálcio (DONATO, 1999, 2001). 

No músculo liso um aumento na concentração citoplasmática de cálcio  

([Ca2+]c) é a causa primária para a produção da contração. Esta elevação no 

conteúdo citosólico de Ca2+ também está envolvido na proliferação celular do 

músculo liso (BREEMEN; SAIDA, 1989). A regulação funcional da [Ca2+]c, para dar 

início a uma resposta contrátil no músculo liso depende de dois estímulos que levam 

a dois tipos de acoplamentos: o acoplamento eletromecânico, que está envolvido 

com a mudança do potencial de membrana e o acoplamento fármaco-mecânico, que 

acontece quando a contração promovida por um agonista é maior que a observada 

só com a mudança do potencial de membrana (Vm) (REMBOLD, 1992). 

O disparo da contração do músculo liso é inicialmente o aumento da [Ca2+]c 

(SOMLYO; SOMLYO, 1994), seja pela liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares 

ou pela entrada deste íon através de canais de Ca2+ na membrana plasmática. 

Enquanto a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares, mediada por ativação 

através do uso de agonistas como a histamina, acetilcolina entre outros, contribui 

para o inicio do desenvolvimento da força de contração 

(THORNELOE; NELSON, 2005). 
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O retículo sarcoplasmático (RS) representa a principal fonte de Ca2+ 

intracelular, onde a liberação de Ca2+ desta organela é, principalmente, decorrente 

da ativação de receptores de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3R), que são canais de 

Ca2+ ativados pelo 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e também pelos receptores de 

rianodina (RyR), que são canais de Ca2+ que são ativados pelo próprio Ca2+, ambos 

receptores permitem a liberação de Ca2+ do RS para o citosol aumentando a [Ca2+]c 

(DELLIS et al., 2006). O IP3, responsável pelo aumento na [Ca2+]c, provém da 

ativação de receptores acoplados a proteína G (GPCR), sobretudo àqueles 

acoplados as proteínas Gq ou G11, cujas suas subunidades  ativam a fosfolipase C 

(PLC) e consequentemente promovem hidrólise de fosfolipídios presentes na 

membrana produzindo o IP3 e diacilglicerol (DAG) (Figura 5) (BERRIDGE, 2008; 

BILLINGTON; PENN, 2003). Exemplos de receptores acoplados as proteínas Gq ou 

G11 que promovem contração na musculatura lisa da traqueia, como representante 

do sistema respiratório, incluem M3 para ACh e H1 para histamina 

(BILLINGTON; PENN, 2003). RyR são ativados pelo Ca2+ previamente liberado via 

IP3R num processo denominado de liberação de Ca2+ induzida pelo Ca2+ (CICR) 

(MCHALE et al., 2006). 

 Não importando a fonte, o Ca2+ quando em quantidades elevadas no meio 

intracelular liga-se a CaM formando um complexo [(Ca2+)4-CaM] que ativa a cinase 

da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo [(Ca2+)4-CaM-MLCK] constitui a 

forma ativa da MLCK, que tem como função fosforilar a cadeia leve da miosina 

(MLC) e esta fosforilação permite o desencadeamento do mecanismo de ciclização 

das pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina favorecendo um 

deslizamento entre estes filamentos, com o consequente desenvolvimento da 

contração (SOMLYO; SOMLYO, 1994; SOMLYO; SOMLYO, 2003).  
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Figura 5 - Esquema da via da fosfolipase C. 

 

 

Fonte: Adaptado de Billington; Penn, 2003. 

 

Já a manutenção desta contração depende absolutamente do influxo 

sustentado de Ca2+ através de canais na membrana plasmática, bem como do 

balanço entre os processos de fosforilações e desfosforilações observados na via 

alternativa que contribui para a contração no músculo liso, através da modulação da 

fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) (SOMLYO; SOMLYO, 1994). 

Esse mecanismo se dá a partir da pequena proteína ligante de ATP (RhoA) 

e o seu alvo cinase dependente de RhoA (ROK) que desempenham um papel 

importante na regulação da atividade da MLCP. A MLCP consiste em 3 

subunidades: uma catalítica, PP1c; uma regulatória, MYPT1 e outra de 20 kDa de 

função ainda desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROK, uma cinase de 

serina/treonina, fosforila a subunidade de ligação da miosina da MLCP, inibindo a 

sua atividade e, assim, promovendo o estado fosforilado da MLC. Inibidores 

Agonista 
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farmacológicos da ROK, como o Y-27632, bloqueiam a sua atividade por competir 

com o sítio de ligação do ATP na enzima (CHITALEY; WEBER; WEBB, 2001; 

UEHATA et al., 1997). 

A inibição da MLCP é iniciada pela ativação da RhoA, dependente das 

proteínas G heterotriméricas G12/13 e Gq/11, via uma pequena proteína G associada a 

um fator de troca de nucleotídios de guanina (RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a 

RhoA troque GDP por GTP e uma vez RhoA-GTP ligado estimula a sua cinase 

associada (ROK) e uma fosfolipase D (PLD) específica para fosfatidilcolina, 

liberando ácido fosfatídico que é desfosforilado a DAG levando a ativação 

sustentada da proteína cinase C (PKC) (EXTON, 1997; MURTHY, 2006). A ativação 

da PKC pode resultar da ativação, dependente de Gq/11, da fosfolipase C (PLC) que 

forma DAG a partir da hidrólise do 4,5-bisfosfato de inositol (PIP2). A ROK e a PKC 

agem isoladas ou cooperativamente para inibir a atividade da MLCP 

(SOMLYO; SOMLYO, 2000). Embora a ROK fosforile diretamente a MLC 

(TOTSUKAWA et al., 2000), sua ação principal na sensibilização ao cálcio parece 

ser a inibição da MLCP, esta ação se dá pela fosforilação direta dos resíduos de 

Thr696 e Thr853 da subunidade regulatória da fosfatase da miosina (MYPT1) 

(SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROK pode também ativar uma proteína cinase 

independente de Ca2+, mais conhecida como proteína cinase de interação zíper 

(ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, no entanto seu alvo principal é o 

resídio de Thr696 da MYPT1 o qual é fosforilado inibindo a ação da MLCP 

(MURTHY, 2006). A PKC pode fosforilar o resíduo de Thr38 da proteína inibitória 

endógena CPI-17, aumentando assim sua potência inibitória sobre a subunidade 

catalítica da MLCP (PP1c) por mais de 1000 vezes, inibindo assim a ação da MLCP 

(Figura 6) (MURTHY, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 2003). 
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Figura 6 - Regulação independente de Ca2+ da fosforilação e desfosforilação da MLC 

 

 

Fonte: Adaptado de Puetz; Lubomirov; Pfitzer, 2009.  

Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil através do acoplamento 

eletromecânico são devido a uma despolarização de membrana diretamente pelo 

aumento da concentração extracelular de K+ ([K+]e) ou indiretamente pela ligação 

dos agonistas aos seus receptores levando à abertura dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem (CaV), causando aumento de [Ca2+]c
 e, 

consequentemente, a contração (REMBOLD, 1992).  

Os canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV) são complexos 

proteicos formados por 4 ou 5 subunidades distintas: a subunidade 1, que é a maior 

delas e constitui o poro do canal, além de possuir o sensor de voltagem que controla 

sua abertura; a subunidade 2 que esta ligada a subunidade  por uma ponte de 

dissulfeto e a subunidade  que é intracelular. Essa família de canais de Ca2+ possui 

10 membros, classificados segundo sua sequência primária de aminoácidos e suas 

funções fisiológicas. Segundo suas características funcionais os CaV são 

classificados como: os CaV-L (CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 e CaV1.4), onde o ―L‖ vem do 

inglês ―large‖, indicando que estes canais necessitam de uma grande variação no 
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potencial de membrana para serem ativados, sendo estes os principais CaV 

envolvidos na contração muscular; os CaV-P/Q (CaV2.1); os CaV-N (CaV2.2); os 

CaV-R (CaV2.3) e os CaV-T (CaV3.1, CaV3.2 e CaV3.3 ) (CATTERALL et al., 2005). 

Os Cav do tipo L tem sido chamados como CaV1.1 – CaV1.4 que são 

sensíveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem 

(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2008). Uma importante localização dos canais do 

tipo Cav1, que são alvos de bloqueadores de canais de cálcio usados na terapêutica, 

são as células musculares cardíacas e lisas (WATERMAN, 2000). Esses canais 

possuem como sítio de ligação para seus bloqueadores a subunidade 1, embora 

nele existam quatro outras unidades complexadas (2 , 1  e 1 ) 

(KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995). 

Os mecanismos fármaco-mecânicos da contração incluem (1) aumento de 

IP3 e DAG por ligação do agonista com o receptor ativando o sistema efetor proteína 

Gq/11-PLC. O IP3 liga-se a um receptor de IP3 permitindo a liberação de Ca2+ dos 

estoques intracelulares que favorecerá a formação do complexo [(Ca2+)4-CaM] 

disparando o início do mecanismo contrátil (REMBOLD, 1992); (2) aumento do 

influxo de Ca2+ através da abertura do canal Cav-L por um mecanismo que não 

envolve mudança no potencial de membrana e (3) liberação do Ca2+ induzida por 

Ca2+ através de receptores de rianodina (sensíveis à cafeína) presentes na 

membrana do RS (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).  

Sendo o aumento na [Ca2+]c o sinal que leva à contração, 

consequentemente seu relaxamento se dá por diminuição dos níveis deste íon no 

citosol (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Esta diminuição na [Ca2+]c pode ocorrer por um 

mecanismo eletromecânico, caracterizado pela repolarização (ou hiperpolarização) 

da membrana, ou pelo mecanismo fármaco-mecânico, que se dá pela ativação de 

receptores de membrana e inibição das vias bioquímicas que levam a contração 

(WOODRUM; BROPHY, 2001).  

Agentes importantes no relaxamento do músculo liso são os nucleotídios 

cíclicos, pois um aumento nos níveis citosólicos de monosfofato cíclico de guanosina 

(GMPc) ou do AMPc nas células musculares lisas é considerado um dos maiores 

mecanismos que medeiam seu relaxamento sob condições fisiológicas 

(PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009).  
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O principal mecanismo celular para o aumento nos níveis de GMPc incluem 

a inibição de vários subtipos de fosfatases, a ativação da ciclase de guanilil solúvel 

pelo óxido nítrico (NO) ou monóxido de carbono (CO), e a ativação da ciclase de 

guanilil particulada, pelo peptídio natriurétrico atrial (PNA) (BEAVO, 2005; 

FRIEBE; KOESLING, 2003; VAANDRAGER; JONGE, 1996). O aumento nos níveis 

de GMPc leva a ativação da proteína cinase dependente de GMPc, a proteína 

cinase G (PKG), a qual reduz a [Ca2+]c e a sensibilidade do Ca2+ aos miofilamentos 

nas células do músculo liso (NISHIMURA et al., 1992; 

VAANDRAGER; JONGE, 1996). Os mecanismos que explicam a redução do Ca2+ 

pela PKG incluem: ativação da captação de Ca2+ pelos estoques intracelulares; 

aumento do efluxo de Ca2+; inibição da liberação de Ca2+ do RS; hiperpolarização de 

membrana via ativação direta e/ou indireta de canais de K+; inibição direta de Cav 

(ORALLO, 1996; VAANDRAGER; JONGE, 1996) ou indireta por ativação de canais 

de K+ (KUME et al., 1994, 1989; WHITE et al., 1993).  

De maneira similar, um aumento nos níveis de AMPc exerce profunda 

influência sobre a mobilização de Ca2+ através da ativação da proteína cinase 

dependente de AMPc, a PKA que terá ações semelhantes às das PKGs como, por 

exemplo, a ativação dos canais de K+ (MINAMI et al., 1993; REMBOLD, 1992) e 

fosforilação da MLCK e assim diminuição de sua afinidade pelo complexo [ 

(Ca2+)4-CaM] (REMBOLD, 1992). 

Outra via relacionada ao acoplamento eletromecânico de relaxamento 

envolve a abertura de canais de K+, que neste contexto, desempenham um papel 

chave na regulação do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo 

que a contração no músculo liso depende do balanço entre o aumento da 

condutância ao K+, levando a uma hiperpolarização, enquanto a diminuição de sua 

condutância levaria a uma despolarização (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). 

Os canais de K+ conduzem íons K+ através da membrana plasmática a favor 

de seu gradiente eletroquímico, que normalmente constitui uma corrente de saída, 

no sentido do meio intracelular para o meio extracelular. A condução ao K+ 

determina vários processos celulares incluindo controle do volume celular, secreção 

hormonal e controle da formação e propagação de sinais elétricos em células 

excitáveis (MACKINNON, 2003).  
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Sabe-se que em células da musculatura lisa, há pelo menos quatro 

diferentes famílias de canais de K+ identificados. Esses incluem os KV, os KATP, os 

KCa e os Kir (NELSON; QUAYLE, 1995). Dentre estas famílias de canais de K+, a 

repolarização ou hiperpolarização de membrana ocorre devido, principalmente, a 

ativação dos KV, em decorrência à despolarização de membrana, e a ativação dos 

KCa, que são ativados quando a [Ca2+]c se eleva na ordem de M. A ativação destes 

canais tem como consequência uma redução no influxo de Ca2+ através da inibição 

dos CaV o que causa uma redução da [Ca2+]c (LEDOUX et al., 2006), levando o 

músculo ao relaxamento. 

Os canais de potássio dependentes de voltagem (Kv) são o protótipo dos 

canais dependentes de voltagem, sendo de maneira simplificada, um homotetrâmero 

com cada subunidade contendo um sensor de voltagem e contribuindo para a 

formação do poro central. Cada subunidade padrão formadora do Kv contém seis 

regiões transmembranares (S1 – S6), onde as regiões carboxi e amino terminal 

encontram-se no lado intracelular da membrana (YELLEN, 2002) e sendo a porção 

S4 identificada como o sensor de voltagem por possuir um aminoácido básico (lisina 

ou arginina) a cada três resíduos (JAN; JAN, 1992). 

 Os canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) são complexos proteicos que 

existem na forma de octâmeros contendo dois tipos distintos de subunidades 

proteicas. Os canais consistem de quatro subunidades dos canais de potássio 

retificadores de entrada (Kir), Kir 6.1 ou Kir 6.2, onde cada subunidade esta associada 

com uma porção regulatória que é um receptor para sulfonilureia (SUR) 

(BABENKO; AGUILAR-BRYAN; BRYAN, 1998). A diversidade molecular dos KATP 

através dos diversos tecidos e espécies é decorrente da presença de múltiplas 

isoformas do SUR (SUR1, SUR2A, SUR2B) (BRAYDEN, 2002).  

 Uma característica primária deste canal é ser inativado por ATP intracelular, 

sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida e a tolbutamida, e por baixa 

concentração de Ba2+ (FLAGG et al., 2010; SANBORN, 2000; STANDEN et al., 

1989). No entanto, hoje se sabe que existem subtipos de KATP que são relativamente 

insensíveis aos níveis basais de ATP, mas são bloqueados seletivamente pela 

glibenclamida do mesmo modo que os demais (FLAGG et al., 2010). 
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Outra família de canais de potássio existente é a dos canais de potássio 

ativados por Ca2+ (KCa), a qual é vastamente expressa em tecidos neuronais e não 

neuronais, como epitélios, células sensoriais e músculos lisos onde podem 

responder a estímulos vindos de alterações do potencial de membrana, bem como 

de modificações da [Ca2+]c, além de contribuir para a repolarização do potencial de 

ação (BERKEFELD; FAKLER; SCHULTE, 2010; PETERSEN; MARUYAMA, 1984; 

VERGARA et al., 1998). 

 Esta família é dividida em três grandes grupos com base em sua condutância, 

cinética e farmacologia (SAH; FABER, 2002): 1) canais de potássio ativados por 

Ca2+ de pequena condutância (SKCa), são bloqueados por apamina; 2) canais de 

potássio ativados por Ca2+ de condutância intermediária (IKCa) bloqueados pelo 

clotrimazol e 3) canais de potássio ativados por Ca2+ de grande condutância (BKCa) 

que são bloqueados por toxinas, como caribdotoxina e iberiotoxina, ou por baixas 

concentrações de TEA+. Os canais do tipo SKCa e IKCa são insensíveis à voltagem e 

ativados por baixa concentração de Ca2+ intracelular (< 1,0 M), em contraste aos 

BKCa
 que são ativados tanto por voltagem como por Ca2+ (WEI et al., 2005). 

 Os canais KCa foram subdivididos da seguinte forma: no grupo dos BKCa são 

chamados de KCa1.1 (WEI et al., 2005), enquanto que no grupo dos SKCa estão 

incluídos os KCa2.1, 2.2 e 2.3 (KÖHLER et al., 1996), e os IKCa
 passaram a ser 

chamados de KCa3.1 (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; JOINER et al., 1997). Três 

outros membros deste grupo, KCa4.1; 4.2 e 5.2 (JOINER et al., 1997; SCHREIBER et 

al., 1998; YUAN et al., 1998), foram incluídos no grupo dos KCa, uma vez que todos 

apresentam uma semelhança estrutural (WEI et al., 2005), apesar de não serem 

ativados por Ca2+. Os canais KCa4.2 e KCa4.1 são ativados por Na+ e Cl- intracelular 

(YUAN et al., 1998), enquanto o KCa5.1 é sensível ao pH (SCHREIBER et al., 1998). 

 Estruturalmente, os BKCa são compostos por quatro subunidades formadoras 

de poro, onde cada uma dessas é formada por 7 segmentos transmenbranares 

(S0 – S6) e uma grande região citoplasmática carboxi-terminal (SALKOFF et al., 

2006). S1-S4 formam o domínio sensor de voltagem primário, S5 e S6 juntos 

formam o principal domínio de permeação para os íons (JIANG et al., 2002).  A 

subunidade β é composta por dois domínios transmembrana com uma grande alça 

extracelular, e as caudas NH2 e COOH terminais localizadas no citoplasma 
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(BOYLE; TOMASIC; KOTLIKOFF, 1992; FLEISCHMANN; WASHABAU; KOTLIKOFF 

1993; LEE; CUI, 2010). As propriedades fisiológicas dos BKCa, incluindo a 

sensibilidade ao Ca2+, são moduladas pelas subunidades  acessórias. As 

estimativas da sua densidade média, em músculo liso variam entre 1 a 4 canais/m2 

(BENHAM; BOLTON, 1986; SINGER; WALSH, 1987). 

 Os canais de potássio retificadores de entrada (Kir) foram primeiramente 

identificados no músculo esquelético (KATZ, 1949), mas atualmente já se sabe que 

sua distribuição é muito ampla: neurônios (BROWN et al., 1990), miócitos cardíacos 

(BEELER; REUTER, 1970), células sanguíneas (MCKINNEY; GALLIN, 1988), 

células epiteliais (LORENZ et al., 2002), músculo liso traqueal (NAKAJIMA et al., 

1995), entre outros. Esses canais não são típicos canais de potássio, pois ao invés 

de gerarem correntes de saída de K+, produzem um fluxo de entrada de íons K+ na 

célula. Dessa forma, as correntes dos Kir foram originalmente ditas como anômalas, 

quando comparadas as correntes de potássio geradas pelos Kv, que são correntes 

de saída (HODGKIN et al., 1952).  

 Essa característica das correntes iônicas dos Kir não é resultado de alterações 

das regras da química biológica (gradiente eletroquímico) por parte dos Kir, mas de 

uma abertura assimétrica do poro do canal que é bloqueada por cátions divalentes 

(Mg2+) e outras moléculas intracelulares (poliaminas). Adicionalmente, na estrutura 

dos Kir há ausência de um sensor de voltagem, que é uma região conservada e 

comum aos canais dependentes de voltagem de Na+, Ca2+ e K+, e como resultado os 

Kir são insensíveis a variações na voltagem da membrana celular 

(HIBINO et al., 2010). 

Os mecanismos de relaxamento do músculo liso via acoplamento fármaco-

mecânico incluem a fosforilação via PKG (proteína cinase dependente de GMPc) ou 

PKA de vários substratos, levando a: 1) o aumento na atividade da Ca2+-ATPase 

tanto do RS (SERCA) como da membrana plasmática (PMCA), aumentando assim o 

sequestro e extrusão de Ca2+, respectivamente, diminuindo a [Ca2+]c; 2) a inativação 

dos IP3R e reduzindo assim a sua capacidade de liberar o Ca2+ do RS; 3) diminuição 

da formação do IP3 e consequente diminuição da liberação de Ca2+ do RS; 4) 

inibição da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo [(Ca2+)4-CaM], causando uma 

redução nos níveis de MLC fosforilada e assim do processo contrátil; 5) inibição dos 
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CaV, causando uma redução da [Ca2+]c por diminuir o influxo de Ca2+; 6) ativação de 

canais de K+, que indiretamente, por repolarização ou hiperpolarização, causam a 

desativação dos CaV (DANILA; HAMILTON, 2004; DUTTA et al., 2002; 

WOODRUM; BROPHY, 2001).  

Dessa forma, diante do exposto, investigou-se de que maneira o 

traquilobano-318 estaria atuando sobre as vias que regulam o processo de 

contração e relaxamento do músculo liso traqueal para assim desencadear seu 

efeito espasmolítico nesse músculo, utilizando para tanto técnicas e ferramentas 

farmacológicas em nível funcional. 
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2.1 Objetivos gerais 

 

 Contribuir para o estudo farmacológico da família Annonaceae, em particular 

da espécie Xylopia lagsdorfiana A. St.-Hil. & Tul.. 

 

 Investigar o mecanismo de ação espasmolítica do ácido 

ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318) em traqueia isolada de 

cobaia, através de estudos funcionais. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Investigar um possível efeito direto do traquilobano-318 sobre a calmodulina.  

 

 Comparar o perfil relaxante de traquilobano-318 na presença de moderada ou 

elevada concentração de potássio no meio extracelular. 

 

 Avaliar o efeito do traquilobano-318 sobre os canais de potássio. 

 

 Determinar os subtipos de canais de potássio que participam do efeito 

relaxante do traquilobano-318. 

 

 Investigar o efeito de traquilobano-318 na via de sinalização dos nucleotídios 

cíclicos.  
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3.1 MATERIAL 

 

3.1.1 Material botânico 

 

 A espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hill. & Tul. foi coletada no município de 

Cruz do Espírito Santo, Estado da Paraíba, em setembro de 2000. O material 

botânico foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra, do Setor de Botânica 

do Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos  

(PPgPNSB) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Uma exsicata da planta 

está depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB sob código de 

identificação AGRA 5541. 

 

3.1.2 Substância teste 

 

 O diterpeno ácido ent-7-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318) de 

massa molecular 318,2129 u.m.a e com fórmula molecular C20H30O3 foi gentilmente 

cedido pelo Prof. Dr. Josean Fechine Tavares do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas (DCF)/Centro de Ciências da Saúde (CCS)/UFPB e membro do Setor 

de Fitoquímica do PPgPNSB do CCS/UFPB.  

 

3.1.3 Animais 

 

 Cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos eram utilizados, pesando entre 

300-500 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Centro de 

Biotecnologia (CBiotec)/UFPB. 

 Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle 

alimentar com uma dieta balanceada à base de ração tipo pellets (Purina) com 

acesso à água ad libitum, com ventilação e temperatura (21 ± 1 ºC) controladas e 

constantes. Os experimentos eram realizados no período entre 08h00 e 20h00, 
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sendo todos os procedimentos experimentais realizados seguindo os princípios de 

cuidados com animais aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA). 

 

3.1.4 Drogas e Reagentes 

 

O bicarbonato de sódio (NaHCO3), cloreto de potássio (KCl), sulfato de 

magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), fosfato diácido de potássio (KH2PO4), 

cloreto de cálcio bi-hidratado (CaCl2.2H2O) e glicose foram obtidos da Vetec (Brasil). 

O cloreto de sódio (NaCl) foi obtido da Dinâmica (Brasil). O cloridrato de 

carbamilcolina (CCh) foi obtido da Merck (Brasil). A iberiotoxina (IbTX), cloreto de 

césio (CsCl), cloreto de tetraetilamônio (TEA+), glibenclamida, clorpromazina, ácido 

araquidônico (AA), dimetilsufóxido (DMSO), cloreto de bário (BaCl2), apamina, 

4-aminopiridina (4-AP), aminofilina e o óleo de castor (Cremophor) foram obtidos da 

Sigma-Aldrich (EUA).  

A mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) foi adquirida da White 

Martins (Brasil). 

Todas as substâncias eram mantidas em um ―freezer‖ à temperatura de -

20 °C, dissolvidas e diluídas em água destilada, exceto o ácido araquidônico e a 

glibenclamida que eram dissolvidos em etanol absoluto.  

 

3.1.5 Soluções Nutritivas 

 

 De acordo com os experimentos realizados, eram utilizadas soluções 

nutritivas aeradas com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2), onde todas 

as soluções tiveram seu pH ajustado com HCl ou NaOH 1 N para 7,4 e cujas 

composições estão descritas abaixo: 

 Solução de Krebs Normal (mM): NaCl 118,0; KCl 4,6; MgSO4 5,7; KH2PO4 

1,1; CaCl2 2,5; glicose 11,0; NaHCO3 25,0. 

Solução de Krebs Normal despolarizante (KCl 18 mM) (mM): NaCl 104,6; 

KCl 18,0; MgSO4 5,7; KH2PO4 1,1; CaCl2 2,5; glicose 11,0; NaHCO3 25,0. 
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Solução de Krebs Normal despolarizante (KCl 60 mM) (mM): NaCl 62,6; 

KCl 60,0; MgSO4 5,7; KH2PO4 1,1; CaCl2 2,5; glicose 11,0; NaHCO3 25,0. 

 

3.1.6 Preparação da solução-estoque da substância em estudo 

  

 O traquilobano-318 era solubilizado em Cremophor® (3%) acrescido de DMSO 

(7%) e diluído em água destilada para obtenção da solução estoque (10-2 M) que foi 

armazenada em ―freezer‖, a 10 ºC, sendo novamente diluída em água destilada de 

acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. A concentração final de 

Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v), assim como a de DMSO. Nesta 

concentração, tanto o Cremophor® quanto o DMSO são desprovidos de efeito 

contrátil ou relaxante em traqueia de cobaia, de acordo com resultados obtidos 

anteriormente por nosso grupo de pesquisa. 

 

3.1.7 Aparelhos 

 

 Para registro das contrações isométricas os órgãos eram suspensos em 

cubas de vidro (5 mL) aquecidas à 37 ºC por bombas termostáticas modelo 597 

(FISATOM, Brasil) e modelo Polystat 12002 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). As 

contrações eram registradas através de transdutores de força 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 analógico/digital instalada em um microcomputador contendo o 

programa BioMed© versão Rv2 (BioData, João Pessoa, PB, Brasil).  

 Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo PG 

2000 (GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil). As substâncias eram pesadas em balança 

analítica modelo AG200 e os animais em balança semi-analítica (ambas da 

GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil). 
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3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Investigação do mecanismo de ação do traquilobano-318 em traqueia 

isolada de cobaia 

 

3.2.1.1 Preparação dos anéis de traqueia isolada de cobaia 

 

Os cobaias eram eutanasiadas por descolamento cervical. A traqueia era 

retirada e limpa de todo o tecido conectivo e adiposo, em seguida dividido em 

segmentos, contendo 3-4 anéis de cartilagem cada. Esses segmentos eram 

suspensos individualmente por hastes de aço inoxidável em cubas de vidro (5 mL) 

contendo solução nutritiva de Krebs normal e sob tensão de 1 g. Estes tecidos eram 

mantidos a uma temperatura de 37 C, aerados com carbogênio, e mantidos em 

repouso durante no mínimo 60 minutos, sendo a solução trocada a cada 15 minutos. 

Após o período de estabilização, uma primeira contração era induzida pela adição 

de 10-6 M de CCh à cuba.  

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adição de AA à cuba 

na concentração de 10-4 M (TSCHIRHART et al., 1987) durante a fase tônica da 

primeira resposta induzida por CCh, onde anéis que apresentaram relaxamentos 

superiores a 50% (em relação a força de contração inicial) eram considerados com 

epitélio funcional. Os anéis de traqueia sem epitélio eram obtidos através da retirada 

do mesmo por uma leve fricção da camada epitelial que se encontra voltada para a 

luz do órgão utilizando-se uma haste de aço inoxidável envolta em algodão e 

embebida com solução de Krebs. A retirada do epitélio era confirmada pela ausência 

de relaxamento em resposta à adição de AA à cuba ou quando este relaxamento era 

inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional. Todos os 

experimentos eram realizados apenas com anéis de traqueia desprovidos de epitélio 

funcional, uma vez que já foi demonstrado não haver diferença entre a resposta 

relaxante de traquilobano-318 na ausência e na presença de epitélio funcional 

(SANTOS et al., 2011a). Após a verificação da retirada do epitélio, a solução de 

banho era trocada, sendo as preparações lavadas a cada 15 minutos com solução 

de Krebs normal durante um período total de 30 minutos. 
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 O relaxamento produzido pelo traquilobano-318 foi expresso como a 

percentagem reversa da contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de pD2 

(logaritmo negativo na base 10 da concentração molar de uma substância 

necessária para produzir 50% de seu efeito máximo) de traquilobano-318 foram 

calculados a partir das curvas concentrações-resposta. 

 

3.2.1.2 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de clorpromazina 

 

 A traqueia era montada segundo o item 3.2.1.1 e após os procedimentos 

iniciais, era adicionado à cuba clorpromazina na concentração de 10-6 M 

(ESTRADA-SOTO et al., 2010; NAGAI et al., 1985), um inibidor da calmodulina. Em 

seguida, após a estabilização dessa segunda contração, durante a sua fase tônica e 

sustentada, o traquilobano-318 era adicionado à cuba de maneira cumulativa e seu 

efeito relaxante era registrado. Foram comparados os valores de pD2 e efeito 

máximo (Emax) na ausência e na presença do inibidor 

(ESTRADA-SOTO et al., 2010). 

 

3.2.1.3 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

18 ou 60 mM de KCl 

 

A traqueia era montada segundo o item 3.2.1.1 e após o período de 60 

minutos de estabilização, eram induzidas duas contrações de magnitude similares 

com KCl nas concentrações de 18 ou 60 mM, consideradas como controle 

(RAEBURN; GIEMBYCZ, 1995). Durante a fase tônica sustentada da segunda 

contração, o traquilobano-318 era adicionado de forma cumulativa à cuba. O 

relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial induzida 

por KCl e os valores de pD2 para traquilobano-318 foram determinados como 

descrito anteriormente. 
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3.2.1.4 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de TEA+ (10 mM) 

 

 A traqueia era montada segundo descrito no item 3.2.1.1, e após os 

procedimentos iniciais, era adicionado à cuba 10 mM de TEA+, o qual nessa 

concentração é usado como bloqueador não seletivo de canais de K+ (NIU et al., 

2008), por um período de 20 min. e em seguida uma nova contração com CCh 

(10-6 M) era induzida ainda na presença desse bloqueador. Durante a fase tônica 

sustentada dessa segunda contração, o traquilobano-318 era adicionado à cuba de 

maneira cumulativa. Simultaneamente eram realizados experimentos onde não 

havia a pré-incubação da preparação com o bloqueador (controle). O relaxamento 

produzido pelo traquilobano-318 foi expresso como a percentagem reversa da 

contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de pD2 do traquilobano-318 

foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e na 

presença de TEA+. 

 

3.2.1.5 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de 4-AP, glibenclamida, apamina, IbTx e 

BaCl2 

 

A traqueia era montada como descrito no item 3.2.1.1 e a seguir, preparações 

distintas eram expostas por 20 minutos na presença dos seguintes bloqueadores: 

4-AP na concentração de 2 x 10-3 M (LI et al., 1999), bloqueador seletivo dos canais 

de potássio dependentes de voltagem (Kv); glibenclamida na concentração de 

3 x 10-6 M (CUNHA et al., 2001), um bloqueador seletivo dos canais de K+ sensíveis 

ao ATP (KATP); apamina na concentração de 10-6 M (DEVILLIER et al., 2001), um 

bloqueador seletivo dos canais de K+ de pequena condutância ativados por Ca2+ 

(SKCa); IbTx na concentração de 10-7 M (YAGI; KUWAHARA; TSUBONE, 2002), um 

bloqueador seletivo dos canais de K+ de grande condutância ativados por Ca2+ 

(BKCa) (GALVEZ et al., 1990; STAAY et al., 1999); BaCl2 na concentração de 10-4 M 

(NAKAHARA et al., 2001; NELSON; QUAYLE, 1995), um bloqueador seletivo dos 



    51 
Martins, I. R. R.  Material e Métodos 
 

canais de potássio retificadores de entrada (Kir) antes da indução de uma segunda 

resposta contrátil ao CCh. Após a estabilização dessa segunda contração, durante a 

sua fase tônica e sustentada, o traquilobano-318 era adicionado à cuba, em 

diferentes preparações, de maneira cumulativa e seu efeito relaxante era registrado. 

Eram realizados experimentos concomitantes, onde o efeito relaxante de 

traquilobano-318 era avaliado na ausência do bloqueador (controle). Foram 

comparados os valores de pD2 e Emax na ausência e presença de cada bloqueador. 

 

3.2.1.6 Efeito do traquilobano-318 no relaxamento induzido por aminofilina 

sobre as contrações tônicas induzidas por carbacol 

 

A traqueia será montada como descrito no item 3.2.1.1, era induzida uma 

contração com 10-6 M de CCh e em seguida uma curva de relaxamento 

concentração-resposta era obtida com aminofilina (10-9 - 10-3 M), um inibidor não 

seletivo das fosfodiesterases (HIRSH et al., 2004). Posteriormente, as preparações 

eram expostas por 20 minutos ao traquilobano-318 antes da indução de uma terceira 

resposta contrátil ao CCh. Após a estabilização dessa segunda contração, durante a 

sua fase tônica e sustentada, uma nova curva de relaxamento com aminofilina era 

obtida na presença do traquilobano-318. Foram comparados os valores de pD2 e 

Emax da aminofilina na ausência (controle) e presença do diterpeno. 
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3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

 Todos os resultados foram expressos como a média e o erro padrão da média 

(e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste t não pareado ou a 

análise de variância (ANOVA) ―one-way‖ seguido do teste de Bonferroni quando 

apropriados, onde os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os 

valores de pD2 foram calculados por regressão não-linear para todos os 

experimentos realizados  (NEUBIG et al., 2003).  

 Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versão 

5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). 
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4.1 Investigação do mecanismo de ação do traquilobano-318 em traqueia 

isolada de cobaia 

 

4.1.1 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de clorpromazina 

 

 O efeito relaxante do traquilobano-318 (Figura 7) em traqueia de cobaia 

pré-contraída por CCh (pD2 = 4,38 ± 0,07, n = 5) não foi alterado de maneira 

significante na presença de 10-6 M de clorpromazina, que nesta concentração atua 

como um inibidor da proteína ligante de cálcio, calmodulina (pD2 = 4,15 ± 0,07, 

n = 5) (Gráfico 1). No entanto foi observado que o tempo médio de relaxamento do 

traquilobano-318 foi alterado de maneira significante na presença do inibidor, 

passando de 123,4 minutos para 103,6 minutos.  
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Figura 7 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a contração 

tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 10-6 M de 

clorpromazina (B) em traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 1 - Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por CCh na 
ausência () e presença () de 10-6 M de clorpromazina em anéis de traqueia de cobaia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Fonte: Martins, 2012.  



57 
Martins, I. R. R.  Resultados 
 

 

 

4.1.2 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 18 

ou 60 mM de KCl 

 

O traquilobano-318 (10-8 – 3 x 10-4 M) relaxou a traqueia de cobaia 

pré-contraída tanto por 18 mM de KCl (Figura 8A) quanto por 60 mM de KCl 

(Figura 8B) (pD2 = 4,90 ± 0,25 e pD2 = 3,88 ± 0,01, n = 5, respectivamente), sendo 

que a potência relaxante do diterpeno foi cerca de 5 vezes maior quando a traqueia 

era pré-contraída com 18 mM de KCl (Gráfico 2). O tempo médio de relaxamento do 

traquilobano-318 quando o órgão era pré-contraído por 18 mM de KCl foi de 

195 minutos, já quando pré-contraído por 60 mM de KCl foi de 284,7 minutos. 
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Figura 8 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a contração 
tônica induzida por 18 mM de KCl (A) e por 60 mM de KCl (B) em traqueia isolada de 
cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 

concentrações de 10-8, 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 

respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012.  
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Gráfico 2 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 18 mM de KCl () e 60 mM de KCl () em anéis de 
traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 
***p < 0,001 (teste t: KCl 18 mM vs. KCl 60 mM). 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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4.1.3 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de TEA+ (10 mM) 

 

 O efeito relaxante do traquilobano-318 (3 x 10-8 – 3 x 10-4 M) em traqueia de 

cobaia pré-contraída por CCh ocorreu de maneira significante e dependente de 

concentração, tanto na ausência (Figura 9A) quanto na presença (Figura 9B) de 10 

mM de TEA+, que nesta concentração é um bloqueador não seletivo dos canais de 

K+. No entanto, na presença deste bloqueador a curva de relaxamento do 

traquilobano-318 foi desviada para direita 2,37 vezes, evidenciando uma redução em 

sua potência relaxante como se pode verificar pelos valores de pD2 que passou de 

4,38 ± 0,07 (n = 5) para 4,01 ± 0,06 (n = 5) (Gráfico 3). O tempo médio de 

relaxamento do traquilobano-318 não foi alterado de maneira significante na 

presença deste bloqueador. 
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Figura 9 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a contração 
tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 10 mM de TEA+ (B) em 
traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012.   
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Gráfico 3 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na 
ausência () e na presença () de 10 mM de TEA+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 
**p < 0,01 (teste t: controle vs. TEA+ 10 mM). 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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4.1.4 Efeito do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 

carbacol na ausência e na presença de 4-AP, glibenclamida, apamina, IbTx e 

BaCl2 

 

 A curva de relaxamento do traquilobano-318 (3 x 10-8 – 3 x 10-4 M) 

(pD2 = 4,38 ± 0,07, n = 5) foi desviada para a direita de maneira significante na 

presença dos seguintes bloqueadores de canais de potássio: 4-AP, bloqueador dos 

Kv (pD2 = 4,00 ± 0,06, Figura 10 e Gráfico 4); glibenclamida, bloqueador dos KATP 

(pD2 = 3,91 ± 0,003, Figura 11 e Gráfico 5); apamina, bloqueador dos SKCa 

(pD2 = 3,45 ± 0,14, Figura 12 e Gráfico 6) e IbTx, bloqueador dos BKCa 

(pD2 = 3,80 ± 0,05, Figura 13 e Gráfico 7), sendo a potência relaxante do diterpeno 

atenuada cerca de 2, 3, 9 e 4 vezes, respectivamente (Tabela 1). No entanto, na 

presença do BaCl2, bloqueador dos Kir, não observou-se alteração significante no 

ação relaxante do traquilobano-318 (pD2 = 4,15 ± 0,10, Figura 14 e Gráfico 8). O 

tempo médio de relaxamento do traquilobano-318 não foi alterado de maneira 

significante na presença de nenhum dos bloqueadores. 
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Figura 10 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 
contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 2 x 10-3 M de 
4-AP (B) em traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 4 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na 
ausência () e na presença () de 2 x 10-3 M de 4-AP.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 
**p < 0,01 (teste t: controle vs. 4-AP). 
 
Fonte: Martins, 2012. 
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Figura 11 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 
contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 3 x 10-6 M de 
glibenclamida (B) em traqueia isolada de cobaia 
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As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 
3 x 10-4 M, respectivamente. 

 
Fonte: Martins, 2012.  
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Gráfico 5 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na 
ausência () e na presença () de 3 x 10-6 M de glibenclamida.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 

***p < 0,001 (teste t: controle vs. glibenclamida).  

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Figura 12 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 
contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 10-6 M de 
apamina (B) em traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 6 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na 
ausência () e na presença (▲) de 10-6 M de apamina.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 
***p < 0,001 (teste t: controle vs. apamina). 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Figura 13 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 
contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 10-7 M de 
IbTx (B) em traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 7 - Efeito relaxante (A) e os valores de pD2 (B) do traquilobano-318 sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na 
ausência () e na presença () de 10-7 M de IbTx.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). B. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respectivamente. 
***p < 0,001 (teste t: controle vs. IbTx). 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Figura 14 - Registro representativo do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre a 
contração tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 10-4 M de 
BaCl2 (B) em traqueia isolada de cobaia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do traquilobano-318 nas 
concentrações de 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 M, 
respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 8. Efeito relaxante do traquilobano-318 sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-6 M de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na ausência () e na presença () 
de 10-4 M de BaCl2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Tabela 1 - Análise entre os valores de pD2 de traquilobano-318 em traqueia de cobaia na 
ausência e presença dos bloqueadores de canais de K+. 

 

Bloqueadores pD2 

Controle 4,38 ± 0,07 

TEA+ 10 mM 4,01 ± 0,06 *, ## 

4-AP 4,00 ± 0,06 *, ## 

Glibenclamida  3,91 ± 0,003 **, # 

Apamina 3,45 ± 0,14 *** 

Ibtx 3,80 ± 0,05 *** 

BaCl2 4,15 ± 0,10 ### 

 

ANOVA One-way seguida do pós-teste de Bonferroni: *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 
controle vs. bloqueadores) e #p < 0,05; ##p < 0,01 e ###p < 0,001 (apamina vs. bloqueadores).   

 

Fonte: Martins, 2012. 
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4.1.5 Efeito do traquilobano-318 no relaxamento induzido por aminofilina sobre 

as contrações tônicas induzidas por carbacol 

 

 O traquilobano-318 (3 x 10-5 M) (Figura 15B) não interferiu no efeito relaxante 

da aminofilina (10-9 – 10-3 M) (Figura 15A), um inibidor não seletivo das 

fosfodiesterases, em traqueia de cobaia, como evidenciou-se através dos valores de 

pD2 da aminofilina na ausência (4,27 ± 0,09, n = 5) e presença (4,46 ± 0,08, n = 5) 

do diterpeno (Gráfico 9). O tempo médio de relaxamento da aminofilina 

(161,4 minutos) não foi alterado na presença do traquilobano-318 (162,2 minutos). 
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Figura 15 - Registro representativo do efeito relaxante da aminofilina sobre a contração 
tônica induzida por 10-6 M de CCh na ausência (A) e na presença de 3 x 10-5 M do 
traquilobano-318 (B) em traqueia isolada de cobaia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As setas para baixo, sob a barra, representam a adição cumulativa da aminofilina nas 
concentrações de 10-9, 3 x 10-9, 10-8, 3 x 10-8, 10-7, 3 x 10-7, 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5, 10-4, 
3 x 10-4 e 10-3 M, respectivamente. 

 

Fonte: Martins, 2012. 
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Gráfico 9. Efeito relaxante da aminofilina sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M 
de CCh em anéis de traqueia isolada de cobaia na ausência () e na presença (▲) de 
3 x 10-5 M de traquilobano-318.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Fonte: Martins, 2012. 
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 No presente estudo é descrito parte do mecanismo de ação pelo qual o ácido 

ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318) relaxa o músculo liso da 

traqueia isolada de cobaia, ficando evidenciado que o mesmo atua de maneira a 

modular positivamente alguns subtipos de canais de potássio em nível funcional. 

 Santos et al. (2011a) demonstraram que os diterpenos traquilobano-360 e 

traquilobano-318 isolados de X. langsdorfiana apresentam efeitos divergentes, ou 

não, a depender do modelo de músculo liso em que foram testados. Ambos os 

compostos comportaram-se de maneira semelhante em aorta de rato, útero de rata 

e íleo de cobaia, onde nos dois primeiros não foi observado efeito espasmolítico e 

no terceiro os dois traquilobanos apresentaram ação espasmolítica, através da 

modulação de canais de potássio e cálcio que culminam com a redução da [Ca2+]c 

(SANTOS et al., 2011b). No entanto, no modelo de músculo liso de traqueia de 

cobaia os diterpenos apresentaram efeitos distintos, onde apenas o traquilobano-

318 apresentou ação relaxante independente de epitélio funcional, e ainda que a 

responsividade da traqueia ao agonista contrátil testado foi restabelecida após 1 

hora da retirada do traquilobano-318 da cuba (SANTOS, 2010). Uma vez que, 

estruturalmente esses compostos diferem entre si somente pela presença de uma 

acetoxila na posição 7 no caso do traquilobano-360 e de uma hidroxila na mesma 

posição para o traquilobano-318, pode-se sugerir que a ação observada na traqueia 

de cobaia é resultado desta alteração química. 

 A calmodulina (CaM), uma proteína mensageira ligante de cálcio 

multifuncional, é ubiquamente expressa nas células eucarióticas e transduz sinais de 

cálcio através da ligação aos íons cálcio com consequente modificação e interação a 

vários alvos proteicos (STEVENS, 1983). A CaM medeia vários processos como 

inflamação, metabolismo, apoptose, movimento intracelular, memória a curto e longo 

prazo, resposta imune e contração do músculo liso (CHIN; MEANS, 2000). Neste 

último, em especial, a CaM ligada aos íons cálcio ativa a cinase da cadeia leve de 

miosina (MLCK), uma enzima capaz de fosforilar a cadeia leve de miosina (MLC) na 

presença de ATP. As MLCs são subunidades regulatórias de 20 kD encontradas nas 

cabeças de miosina, que ao serem fosforiladas levam a formação das pontes 

cruzadas entre as cabeças de miosina e os filamentos de actina com consequente 

contração do músculo liso (GAO et al., 2001). 
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 De início, avaliou-se a hipótese de que o traquilobano-318 estaria atuando 

sobre uma das partes da via clássica pela qual a contração do músculo liso é 

iniciada, o complexo [(Ca2+)4-CaM], visto que a formação deste complexo é um 

passo limitante deste processo. No entanto, o resultado mostrou que a presença da 

clorpromazina, um inibidor da calmodulina (ESTRADA-SOTO et al., 2010), não 

modificou a resposta relaxante do traquilobano-318 (Gráfico 1), o que descarta uma 

possível ação do diterpeno sobre a calmodulina, e consequentemente sobre o 

complexo [(Ca2+)4-CaM].  

 O epitélio das vias aéreas é responsável pela produção de várias substâncias 

capazes de dificultar ou favorecer o processo de relaxamento do músculo liso 

traqueal, como por exemplo, ATP (FERGUSON; KENNEDY; BURTON, 1997), NO 

(BIRDER et al., 1998), endotelina (HENRY, 1999) e prostaglandinas (RUAN; ZHOU; 

CHAN, 2011), sendo essas últimas, em especial a prostaciclina (PGI2), muito bem 

documentada por seus efeitos regulatórios sobre a contração do músculo liso, bem 

como sobre as funções fisiológicas do mesmo, parecendo ser o mais importante 

fator derivado do epitélio (RUAN; ZHOU; CHAN, 2011). Como descrito 

anteriormente, Santos et al. (2011a) evidenciou que os efeitos relaxantes do 

traquilobano-318 no músculo liso da traqueia isolada de cobaia ocorreu de maneira 

independente dos fatores derivados do epitélio, dessa forma esse estudo foi 

direcionado a investigar uma possível ação modulatória do diterpeno sobre alguns 

canais iônicos relacionados ao controle do tônus das vias aéreas. 

 Os canais iônicos são proteínas formadoras de poros que auxiliam no controle 

e estabilização do potencial de membrana das células excitáveis por permitir que os 

íons atravessem a membrana plasmática de acordo com seus respectivos 

gradientes eletroquímicos (HILLE, 2001). Duas classes de canais iônicos muito 

importantes para regulação dos processos de contração e relaxamento do músculo 

liso são os canais de cálcio e os canais de potássio (THORNELOE; NELSON, 2005). 

 A contração deflagrada por broncoconstritores, como por exemplo, a 

acetilcolina e o CCh, resulta num aumento na [Ca2+]c de 0,1 μM para 1 μM, sendo 

esse aumento de 10 vezes nos níveis de Ca2+ responsável por ativar a maquinaria 

contrátil gerando o aumento no tônus da traqueia (BARNES, 1998). No músculo liso, 
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os Cav1 são melhores caracterizados e são o maior responsável pelo influxo de Ca2+ 

(KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995). 

 Os canais de potássio desempenham um papel chave na regulação do 

potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração do músculo 

liso dependente do balanço entre o aumento da condutância ao íon K+, levando a 

uma hiperpolarização/repolarização e a diminuição da condutância ao K+, levando a 

uma despolarização (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Eles estão envolvidos em 

várias funções fisiológicas, tais como, potencial de membrana celular e secreção de 

hormônios e de neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por voltagem, 

Ca2+ ou por neurotransmissores e consequentemente as vias de sinalização que 

eles estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2008) e é o movimento dos íons 

K+ por canais presentes na membrana plasmática que regula o influxo de Ca2+ 

através dos CaV (THORNELOE; NELSON, 2005). 

 Já é bem relatado na literatura que os ativadores de canais de K+ são 

eficazes em relaxar a musculatura lisa em condições de aumento moderado da [K+]e 

enquanto que, em maiores [K+]e este efeito é bastante atenuado, visto que na 

presença de altas [K+]e o potencial de equilíbrio do K+ torna-se menos negativo que o 

limiar de abertura dos Cav. Os ativadores de canais de K+ não são capazes de 

hiperpolarizar/repolarizar a membrana suficientemente para fechar os Cav e evitar o 

influxo de Ca2+ por esses canais, ou seja, há uma grande redução no gradiente 

eletroquímico para o K+ (GURNEY, 1994; NIELSEN-KUDSK, 1996; THIRSTRUP; 

NIELSEN-KUDSK; MELLEMKJAER, 1997). Um exemplo disso, são os ativadores de 

canais de K+, cromacalina e pinacidil, que apresentam maior eficácia em relaxar o 

músculo liso pré-contraído em resposta a um aumento moderado de K+ extracelular, 

como é o caso de KCl 18 mM, do que em resposta a um aumento acentuado, como 

na situação de KCl 60 mM (GURNEY, 1994; RAEBURN; GIEMBYCZ, 1995). 

 Dessa maneira, para verificar se o traquilobano-318 estaria agindo por 

diminuir o influxo de Ca2+ através do bloqueio direto dos Cav ou por uma modulação 

positiva dos canais de K+, avaliou-se o efeito relaxante desse diterpeno sobre as 

contrações induzidas por um aumento moderado da concentração de potássio 

extracelular ([K+]e), 18 mM, e por altas [K+]e, 60 mM (RAEBURN; GIEMBYCZ, 1995), 

levando em consideração que em condições fisiológicas a [K+]e em uma célula 
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excitável típica varia entre 3 a 5 mM e que a concentração intracelular de K+ ([K+]i) é de 

aproximadamente 150 mM (HILLE, 2001). 

 Assim, se o traquilobano-318 estivesse modulando positivamente os canais 

de potássio se esperaria um efeito muito mais pronunciado do mesmo em relaxar o 

órgão pré-contraído com baixas do que com altas [K+]e, e foi o que ocorreu. O 

diterpeno apresentou uma maior potência relaxante, cerca de 5 vezes, quando a 

traqueia era pré-contraida por 18 mM de KCl do que com 60 mM de KCl (Gráfico 2). 

Na literatura há relato de que outro diterpeno, o labdano-302, apresentou maior 

potência e eficácia em relaxar a traqueia de cobaia pré-contraída com 18 mM do que 

com 60 mM de KCl, sendo sugerido que o efeito deste composto também estaria se 

dando por uma modulação positiva dos canais de K+ (RIBEIRO et al., 2007),   

 Dessa forma, tem-se um indício que o traquilobano-318 estaria atuando sobre 

os canais de potássio para relaxar a traqueia de cobaia. Para confirmar ou descartar 

essa hipótese, investigou-se como ocorreria o efeito relaxante do diterpeno na 

presença de um bloqueador não seletivo para os canais de potássio,  TEA+ 10 mM, 

onde ficou evidenciado, pelo desvio da curva de relaxamento para a direita com 

alteração significante dos valores de pD2 (Gráfico 3), que há modulação positiva dos 

canais de potássio no efeito relaxante desse diterpeno, fato esse que corrobora com 

os achados da figura 1, uma vez que houve diminuição do tempo de relaxamento  

mas não da potência relaxante do traquilobano-318 na presença da CPZ o que 

indica ter havido um efeito sinérgico entre o inibidor da CaM e o traquilobano-318. 

Além disso, esse resultado está em conformidade com os achados de 

Santos et al. (2011b), que demonstrou haver modulação positiva dos canais de 

potássio no mecanismo de ação do traquilobano-318, bem como do traquilobano-

360, em íleo isolado de cobaia. Posteriormente, o questionamento a ser respondido 

foi o seguinte: quais subtipos de canais de potássio estariam envolvidos no 

mecanismo relaxante do traquilobano-318? 

 Diversos tipos de canais de potássio são expressos pelo músculo liso das 

vias aéreas, sendo responsáveis pela regulação do potencial de membrana e 

excitabilidade, induzindo hiperpolarização e relaxamento 

(CAMPOS-BEDOLLA et al., 2008). Os principais canais de potássio expressos 

nesse tecido são: KV (ZHAO; XU; et al., 2004), KATP 
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(MURRAY; BOYLE; SMALL., 1989), SKCa (GUTMAN et al., 2005), BKCa (SNETKOV 

et al., 1995) e Kir (OONUMA et al., 2002). 

 Sendo os Kv importantes canais que contribuem para o potencial de repouso 

em diversos músculos lisos (ARCHER, 2002; BARDOU; TRINH; BROCHIERO, 

2009; BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007; GORDIENKO; ZHOLOS; 

BOLTON, 1999), dentre eles o da traqueia de cobaia (KOTLIKOFF, 1993), 

decidiu-se avaliar a possível participação destes canais através da utilização da 

4-aminopiridina (4-AP), uma ferramenta farmacológica conhecida por bloquear os 

canais KV, a qual é usada para o estudo do mecanismo de ação de várias 

substâncias com atividade relaxante da musculatura lisa (HUANG, 1998; 

JAHANGIR; TERZIC, 2005; MALERBA et al., 2010; PELAIA et al., 2002; SATAKE; 

SHIBATA; SHIBATA, 1997). 

 Como ficou demonstrado pelo Gráfico 4, o traquilobano-318 teve seu efeito 

relaxante atenuado na presença da 4-AP sugerindo que, em nível funcional, este 

diterpeno relaxa a traqueia de cobaia por modulação positiva dos Kv. Corroborando 

com esta observação, em íleo isolado de cobaia, Santos et al. (2011b) evidenciaram 

que o traquilobano-318 também modulou positivamente os Kv em seu efeito 

espasmolítico. 

 Os KATP foram primeiro identificados em miócitos ventriculares (NOMA, 1983). 

Depois foram identificados em células β-pancreáticas, músculo esquelético, 

neurônios e músculos lisos (TERAMOTO, 2006). Vários tipos de KATP nativos foram 

identificados em vários tipos de músculos lisos vasculares, viscerais e das vias 

aéreas (CUI et al., 2002; MURRAY; BOYLE; SMALL, 1989; YUNOKI; TERAMOTO; 

ITO, 2003). No músculo liso das vias aéreas, os KATP ditos como sendo um link entre 

a excitabilidade da membrana e o metabolismo celular (RODRIGO; STANDEN, 

2005), podendo esses canais ser ativados por agonistas endógenos, como a 

adenosina, levando a uma hiperpolarização de membrana e consequente 

relaxamento do músculo liso, uma resposta que pode ser mimetizada por 

substâncias exógenas, como os abridores de canais de potássio cromacalina e 

pinacidil (TERAMOTO, 2006). 

 Assim, a fim de avaliar a participação dos KATP no efeito relaxante do 

traquilobano-318, uma curva concentração-resposta deste diterpeno foi obtida na 
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presença da glibenclamida. Dessa maneira foi evidenciada uma redução na potência 

relaxante do composto (Gráfico 5), sugerindo que os KATP podem estar sendo 

ativados para que o diterpeno exerça sua ação relaxante na traqueia de cobaia. 

Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente, onde o traquilobano-318 

também parece modular positivamente os KATP em seu mecanismo de ação 

espasmolítico em íleo de cobaia (SANTOS et al., 2011b). 

 Uma vez ativados, pelo aumento da [Ca2+]c, os KCa dão início ao efluxo dos 

íons K+ que via re/hiperpolarização do potencial de membrana restabelece as [Ca2+]c 

através da limitação do influxo do íon Ca2+ seja pela desativação dos Cav ou pelo 

aumento da atividade do trocados Na+/Ca2+. Portanto, os KCa regulam a amplitude e 

duração das modificações de [Ca2+]c e assim afetam as vias de sinalização que são 

disparadas pelo íon Ca2+ (FAKLER; ADELMAN, 2008). 

 Os canais KCa1.1 ou BKCa são encontrados em cérebro, cóclea, músculo 

esquelético e músculo liso. Já os KCa2.1; 2.2 e 2.3 ou SKCa são largamente 

encontrados em cérebro, coração e alguns tipos de músculo liso. Enquanto que os 

KCa3.1 ou IKCa estão presentes na placenta, próstata, linfócitos, pâncreas e endotélio 

vascular (WEI et al., 2005). Os SKCa estão constitutivamente associados a 

calmodulina, que media a abertura do canal através da ligação com o cálcio 

(BERKEFELD; FAKLER; SCHULTE, 2010). Os canais de K+ ativados por cálcio de 

pequena condutância (SKCa) geram uma corrente hiperpolarizante em células 

excitáveis após a geração do potencial de ação, e assim levam ao relaxamento do 

músculo liso (BERKEFELD; FAKLER; SCHULTE, 2010; BRAINARD; KOROVKINA; 

ENGLAND, 2007). 

 A possível participação dos SKCa no efeito relaxante do traquilobano-318 em 

traqueia de cobaia foi confirmada, uma vez que, na presença de apamina, um 

inibidor seletivo dos SKCa (DEVILLIER et al., 2001), a curva de relaxamento do 

diterpeno foi atenuada de maneira significante (Gráfico 6), sugerindo que assim 

como os KATP e os Kv, os SKCa também estão envolvidos no mecanismo de ação do 

traquilobano-318. Semelhantemente, em íleo de cobaia, também se evidenciou que 

este diterpeno parece ativar os SKCa em sua ação espasmolítica (SANTOS et al., 

2011b). 
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 Fisiologicamente, a ativação dos BKCa provê um mecanismo de feedback que 

limita a contração por causar hiperpolarização e redução da duração do potencial de 

ação no músculo liso, limitando assim a entrada de Ca2+ através dos Cav 

(PONTE et al., 2012). Dessa forma, a modulação positiva destes canais mostra-se 

uma alternativa bastante interessante a ser investigada.  

 Os BKCa tiveram sua contribuição confirmada no mecanismo de ação 

relaxante do traquilobano-318 em traqueia isolada de cobaia através da utilização da 

ferramenta farmacológica IbTx, uma toxina isolada do escorpião Buthus tamulus 

(GALVEZ et al., 1990), capaz de bloquear especificamente os BKCa. Na presença 

desta toxina, o efeito relaxante do diterpeno foi atenuado de maneira significante 

(Gráfico 7), evidenciando a participação deste canal. De maneira contrária, os BKCa 

não são modulados positivamente no mecanismo de ação espasmolítico do 

traquilobano-318 em íleo de cobaia (SANTOS et al., 2011b). No entanto, outro 

diterpeno também isolado de X. langsdorfiana, o labdano-302 parece ativar os BKCa 

em sua ação relaxante em traqueia isolada de cobaia (RIBEIRO, 2007). 

 Outro importante subtipo de canal de potássio são os Kir, que em condições 

fisiológicas, geram uma grande condutância ao K+ em potenciais negativos ao 

potencial de repouso do K+ (EK), mas permite um menor fluxo de corrente em 

potencias positivo ao EK (MIYAZAKI et al., 1974). Assim, nas células que expressam 

uma grande quantidade de Kir espera-se que mostrem um potencial de repouso 

(Erest) próximo ao EK e pouca atividade elétrica espontânea. Isso, e sua essencial 

independência a voltagem, permite aos Kir desempenharem um papel chave na 

manutenção do Erest e na regulação de duração do potencial de ação em células 

excitáveis (MIYAZAKI et al., 1974; SAKMANN; TRUBE, 1984).  

 Com a finalidade de avaliar a participação dos Kir no mecanismo relaxante do 

traquilobano-318, utilizamos o BaCl2 que na concentração de 10-4 M é um 

bloqueador seletivo dos Kir (NAKAHARA et al., 2001; NELSON; QUAYLE, 1995). E 

de acordo com o Gráfico 8 ficou estabelecido que não houve desvio da curva de 

relaxamento do diterpeno, o que descarta a participação dos Kir na ação do produto 

natural. 

 Dessa forma, nossos achados estão em conformidade e são corroborados 

com o estudo de Santos et al. (2011b), uma vez que ficou evidenciado que o 



86 
Martins, I. R. R.  Discussão 
 

 

traquilobano-318 relaxa a traqueia de cobaia através da modulação positiva dos 

subtipos de canais de potássio KATP, SKCa e Kv, além do BKCa o que, supostamente, 

também culmina numa diminuição da [Ca2+]c para que assim ocorra o relaxamento 

do músculo liso das vias aéreas. 

 Adicionalmente, existem evidências de substâncias capazes de modular 

indiretamente a abertura de canais de K+ (BOLOTINA et al., 1994; DENSON et al., 

2005; FINN; GRUNWALD; YAU, 1996; GRIBKOFF; STARRETT; DWORETZKY, 

2001; LIU et al., 2003), algumas delas, como a forscolina (FSK) que é um diterpeno 

do tipo labdano isolado de Coleus forskohlii (Laminaceae), são capazes de modular 

positivamente a abertura de canais de K+ por fosforilação via PKA (MASON et al., 

2002; WINKLHOFER et al., 2003). Em nosso grupo de estudo foi demonstrado que o 

labdano-302, outro diterpeno isolado de X. langsdorfiana, parece exercer seu efeito 

espasmolítico sobre traqueia de cobaia, aorta de rato, íleo de cobaia e útero de rata 

através da via de sinalização AMPc-PKA (RIBEIRO et al., 2007; RIBEIRO, 2007; 

MACÊDO, 2008; TRAVASSOS, 2010). 

 As fosfodiesterases de nucleotídios cíclicos (PDEs) estão amplamente 

distribuídas em vários tecidos de mamíferos, incluindo o músculo liso, sendo 

distribuídas em 11 famílias distintas (PDE1-11) e tendo como função a hidrólise do 

AMPc e do GMPc resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o 5’-GMP, que 

não são capazes de ativar, respectivamente, a PKA e a PKG, cessando assim a 

sinalização celular dependente do aumento destes nucleotídios cíclicos (LUGNIER, 

2006).  

 Substâncias capazes de aumentar o conteúdo intracelular de AMPc ou GMPc 

tem seu efeito relaxante potencializado pela inibição das PDEs em vários tecidos 

devido ao acúmulo do conteúdo total desses nucleotídios (BENDER; BEAVO, 2006; 

LUGNIER, 2006). Uma maneira indireta para se investigar a participação de 

nucleotídios cíclicos em nível funcional no efeito relaxante de uma droga teste é a 

utilização de inibidores de PDEs, como a aminofilina (JENNE, 1992; LIU et al., 

2003). 

 O efeito relaxante do traquilobano-318 em traqueia de cobaia parece não 

envolver a participação de nucleotídios cíclicos (AMPc e/ou GMPc). Uma vez que o 
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efeito relaxante promovido pelo inibidor inespecífico de PDEs, aminofilina, não foi 

alterado na presença do diterpeno (Gráfico 9). 

 Por fim, tendo em vista os resultados obtidos, fica evidenciado pela primeira 

vez na literatura científica que o mecanismo da ação relaxante do traquilobano-318 

em traqueia isolada de cobaia, em nível funcional, dá-se por uma modulação 

positiva dos canais de potássio, em especial dos subtipos KV, KATP, SKCa e BKCa, 

com maior potência na ativação dos KCa, o que possivelmente acarretaria uma 

hiperpolarização de membrana com consequente fechamento dos Cav, redução da 

[Ca2+]c e relaxamento do músculo liso traqueal. No entanto, para uma melhor 

caracterização do mecanismo relaxante deste diterpeno faz-se necessário a 

investigação de outras vias de sinalização que levam ao relaxamento não 

estudadas, além da realização de experimentos em nível celular e molecular. 
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 Neste trabalho de investigação da atividade relaxante do ácido 

ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318) visando elucidar o mecanismo 

de ação deste diterpeno em traqueia isolada de cobaia, pode-se concluir, em nível 

funcional, que: 

 

 A calmodulina não é alvo do diterpeno; 

 

 A participação dos canais de potássio foi evidenciada nesta investigação; 

 

 Os subtipos de canais de potássio KV, KATP, SKCa e BKCa mostraram-se como 

sendo alvos farmacológicos do diterpeno; 

 

 Os nucleotídios cíclicos parecem não estar envolvidos. 
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Figura 16 – Esquema representativo do mecanismo de ação relaxante do 

traquilobano-318 em traqueia isolada de cobaia 

 

 

 

Fonte: Martins, 2012 
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ANEXO A – Certidão do Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) 

 


