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Resumo 



 

Ação tocolítica de 3,6-dimetil éter galetina, flavonoide isolado de Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke,  envolve canais 
para potássio em útero de rata CARREIRO, J. N. (2012) 

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

 

RESUMO 
 

O flavonoide 3,6-dimetil éter galetina (FGAL) foi isolado das partes aéreas de 
Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke. Em estudos anteriores, Macêdo et al. (2011a) 
demonstraram que FGAL inibiu de maneira dependente de concentração as 
contrações fásicas induzidas por carbacol e ocitocina em útero isolado de rata, 
sendo mais potente para ocitocina. Desta forma, o objetivo desse estudo foi 
investigar o mecanismo de ação tocolítica de FGAL em útero de rata. Para tanto 
segmentos de útero de rata foram suspensos em cuba para órgãos isolados e as 
contrações isométricas foram monitoradas. FGAL inibiu (pD´2 = 5, 68 ± 0,06) as 
curvas cumulativas à ocitocina e estas foram desviadas para direita, de forma não 
paralela (“slope” = 3,59 ± 0,04), com redução do Emax, sugerindo um antagonismo 
não competitivo. Em relação às contrações tônicas, FGAL relaxou de maneira 
significante, dependente de concentração e não equipotente o útero pré-contraído 
tanto por ocitocina (pD2 = 6,9 ± 0,1) como por KCl (pD2 = 5,6 ± 0,06). Como a 
abertura dos canais para cálcio dependentes de voltagem (CaV) é um dos passos 
comum às vias de sinalização da ocitocina e do KCl para manutenção da fase tônica 
da contração, levantou-se a hipótese de que FGAL poderia estar agindo por 
bloqueio do influxo de Ca2+ através dos CaV. Assim, foram induzidas contrações 
cumulativas com CaCl2 em meio despolarizante e nominalmente sem Ca2+ na 
presença e na ausência de várias concentrações de FGAL. O flavonoide 
antagonizou as contrações induzidas pelo CaCl2 evidenciado pelo desvio da curva 
controle para a direita de maneira não paralela e com diminuição do efeito máximo. 
Sugerindo assim que FGAL bloqueia de maneira indireta os CaV para promover 
efeito tocolítico em útero de rata. Os canais para K+ desempenham um papel chave 
na regulação do potencial de membrana e modulação dos CaV. Diante dessa 
premissa, decidiu-se investigar a participação desses canais na ação tocolítica de 
FGAL. A potência relaxante de FGAL (pD2 = 6,9 ± 0,1) foi reduzida em 
aproximadamente 20 vezes na presença de CsCl (pD2 = 5,6 ± 0,01), bloqueador não 
seletivo dos canais para K+, confirmando a participação de canais para K+ no efeito 
relaxante do flavonoide. Para determinar qual(is) canal(is) para K+ estariam 
envolvidos usou-se bloqueadores seletivos desses canais. A curva de relaxamento 
induzida por FGAL foi desviada para direita na presença de 4 -aminopiridina 
(pD2 = 5,4 ± 0,01), um bloqueador seletivo dos canais para K+ ativados por voltagem 
(KV); de glibenclamida (pD2 = 5,3 ± 0,01), um bloqueador seletivo dos canais para K+ 
ativados por ATP (KATP); de apamina (6,3 ± 0,02), um bloqueador seletivo dos canais 
para K+ de pequena condutância ativados por cálcio (SKCa) e tetraetilamônio 1 mM 
(pD2 = 5,0 ± 0,08), que nesta concentração é um bloqueador seletivo dos canais para 
K+ de grande condutância ativados por cálcio (BKCa), sugerindo o envolvimento 
destes canais no mecanismo de ação tocolítica de FGAL em útero isolado de rata. A 
aminofilina um inibidor não seletivo de fosfodiesterases (PDE) não potencializou 
(pD2 = 6,7 ± 0,03) o relaxamento produzido por FGAL em útero de rata, sugerindo 
que não há participação da via dos nucleotídios cíclicos no efeito relaxante induzido 
por FGAL. Conclui-se que o mecanismo de ação tocolítica de FGAL em útero de rata 
envolve a modulação positiva de canais para K+, majoritariamente dos BKCa, que 
modulam indiretamente os CaV, levando ao relaxamento da musculatura lisa uterina. 
Palavras-chave: FGAL. Ação tocolítica. Canais para potássio. Útero de rata. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract 



 

Tocolytic action of the 3,6-dimethyl ether, flavonoid isolated from Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke, involves 
potassium channels on rat uterus. 

CARREIRO, J. N. (2012) 
Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,      

Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB 

 
ABSTRACT 

 
The flavonoid 3,6-dimethyl ether galetin (FGAL) was isolated from aerial parts 

of Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke. In previous studies, Macêdo et al. (2011a) 
demonstrated that FGAL inhibited in a significant and concentration-dependent 
manner the phasic contractions induced by carbachol and oxytocin on rat uterus, in a 
higher potency to oxytocin. The aim of this study was to investigate the mechanism of 
tocolytic action of FGAL on rat uterus. Segments of rat uterus were suspended in 
organ bath and the isometric contractions were monitored. FGAL inhibited 
(pD’2 = 5.68 ± 0.06) oxytocin cumulative curves and these were shifted to the right, in 
a non parallel manner (slope = 3.59 ± 0.04), with Emax the reduction, suggesting a 
non-competitive antagonism. In relation to the tonic contractions, FGAL relaxed in a 
concentration-dependent and significant manner but not equipotent rat uterus 
pre-contracted both oxytocin (pD2 = 6.9 ± 0.1) and KCl (pD2 = 5.6 ± 0.06). How the 
opening channels for calcium-dependent voltage (CaV) is one of the common step to 
the signaling pathways of oxytocin and KCl to maintain the tonic phase of 
contraction, raised the hypothesis that FGAL could be acting by blocking the influx of 
Ca2+ through the CaV. Therefore, cumulative contractions were induced with CaCl2 in 
depolarizing medium nominally without Ca2+ in the presence and absence of several 
concentrations of FGAL. The flavonoid antagonized the contractions induced by 
CaCl2 evidenced by shift to the right of the control curve in a non parallel manner with 
reduction of Emax, suggesting that FGAL is blocking indirectly the CaV to promote 
tocolytic effect on rat uterus. The K+ channels play a key role in membrane potential 
regulation and CaV modulation. According to this premise, we decided to investigate 
the involvement of these channels in the tocolytic action of FGAL. The relaxing 
potency of FGAL (pD2 = 6.9 ± 0.1) were reduced approximately 20 folds in the 
presence of CsCl (pD2 = 5.6 ± 0.01), a non-selective K+ channels blocker, confirming 
K+ channels the participation to the relaxant effect of the flavonoid. To determinated 
which K+ channel(s) subtype(s) were involved, selective blockers of these channels 
were used. The relaxation curve induced by FGAL was shifted to right in the 
presence of 4-aminopyridine (pD2 = 5.4 ± 0.01), a selective blocker of voltage gated 
K+ channels (KV); of glibenclamide (pD2 = 5.3 ± 0.01), a selective blocker of ATP 
sensitive K+ channels (KATP); of apamin (6.3 ± 0.02), a selective blocker of small 
conductance calcium-activated K+ channels (SKCa) and tetraethylamonium (TEA+) 
1 mM (pD2 = 5.0 ± 0.08), a big conductance calcium-activated K+ channels (BKCa), 
suggesting the involvement of these channels on tocolytic action mechanism of 
FGAL on rat uterus. The aminophylline, a non selective inhibitor of 
phosphodiesterases (PDE), did not potentialized (pD2 = 6.7 ± 0.03) the relaxation 
produced by FGAL on rat uterus, suggesting  that the cyclic nucleotides pathway is 
not involved on relaxing effect induced by FGAL. Thus, we concluded that the 
relaxing action mechanism of FGAL in rat uterus involves positive regulation of K+ 
channels, that indirectly modulated the CaV, leading to a consequent reduction of 
[Ca2+]c and uterine smooth muscle relaxation. 

 
Keywords: FGAL. Tocolytic action. Potassium channels. Rat uterus. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Os produtos naturais são muito bem sucedidos como fontes de 

drogas (HARVEY, 2000; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Estes podem ser 

provenientes de micro-organismos, plantas, organismos marinhos, anfíbios entre 

outros animais para fins diversos, incluindo barreiras protetoras, coenzimas e 

cofatores, para defesa do hospedeiro contra infecção bacteriana e predadores 

(animais), proteção de seu nicho ecológico, comunicação intra e inter espécies, 

pigmentos, sinalização celular, expressão gênica e homeostase dos organismos 

(JONH, 2010) 

Historicamente, a fonte natural mais importante são as plantas, 

tendo sido usadas como remédio através dos anos (TULP; BOHLIN, 2004). Estes 

remédios inicialmente eram usados na forma de drogas brutas, como as tinturas, 

chás, pós e outras formulações vegetais (SAMUELSSON, 2004) na busca do 

alívio e/ou cura das doenças pelo homem por milhares de anos (BALICK, 1997; 

VIEGAS-JÚNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). 

O Brasil possui uma grande diversidade genética de espécies de 

plantas, fator esse estimulante para a pesquisa e estudo dos produtos naturais. 

Contudo, somente 10% têm sido avaliadas com respeito às suas características 

biológicas e apenas 5% com objetivos fitoquímicos (LUNA, 2005). 

A pesquisa moderna em produtos naturais no Brasil teve início em 

meados do século passado e tem sido foco de constantes revisões, indicando 

uma preocupação com a diversidade a ser pesquisada, a qualidade e objetividade 

dos trabalhos bem como sua divulgação no meio científico (PUPO; GALLO, 

2009). Através de investigações por meio de triagem de extratos obtidos de 

diversas espécies de plantas ou utilizando substâncias isoladas a partir de 

métodos de extração, isolamento e identificação pode-se obter substâncias 

usadas na terapêutica moderna ou ferramentas farmacológicas como: quinina 

(antimalárico), pilocarpina (colinesterásico), sildenafila (vasodilatador), vincristina 

(anticancerígeno), penicilinas, cefalosporinas (antibióticos), ácido acetil salicílico 

(AAS) e morfina (analgésicos), captopril (anti-hipertensivo), estatinas 

(anticolesterol) e azidovudina (antiviral) (BARREIRO, 2009). Outras substâncias 

estão sendo investigadas por atuarem em importantes vias de sinalização, como 

o fumagilim e o TNP-470 (potentes inibidores da angiogênese), FTY720 

(imunosupressor) e a diazonamida A (anti -tumoral) (HONG, 2011). 



 

 A complexidade na descoberta de novas drogas é um fator que 

incentiva estudos com espécies vegetais, sendo necessários atualmente de sete 

a dez anos para o desenvolvimento completo de um novo medicamento 

(FLISCHER; MONTARI, 1995; CALIXTO, 2000; SIXEL; PECINALLI, 2005). 

O uso de plantas e/ou seus constituintes na prática médica cresceu 

visivelmente. Em uma época em que as exigências de segurança, eficácia e 

qualidade, estabelecidas pelas agências regulamentadoras tornaram-se cada vez 

mais rígidas, a entrada de medicamentos no mercado deve estar vinculada aos 

estudos científicos necessários para que a população tenha acesso a uma terapia 

alternativa de qualidade, a qual exige um considerável investimento em pesquisas 

com produtos naturais oriundos de plantas e seus constituintes isolados (PUPO; 

GALLO, 2007). 

Diante disso, houve um ressurgimento dos produtos naturais para a 

descoberta de novos fármacos provenientes de substâncias isoladas, o que 

incentivou a pesquisa científica para a comprovação dos efeitos observados 

empiricamente pela população (SIXEL; PECINALLI, 2005). 

Dentre as plantas provedoras de produtos naturais destaca-se a 

família Fabaceae que é composta de plantas que se apresentam como ervas, 

arbustos e árvores com grande variedade de habitats, incluindo aquáticas, 

xerófitas e trepadeiras. Tem distribuição cosmopolita nas zonas tropicais, 

subtropicais e temperadas (HEYWOOD, 1996) e é constituída por 476 gêneros e 

13.855 espécies (STEVENS, 2005). 

Produtos naturais de várias classes já foram isolados de espécies da 

família Fabaceae, incluindo flavonoides, benzofuranoides, óleos essenciais, 

triterpenoides e alcaloides de Bowdichia virgilioides Kunt. (MARINHO, 1991; 

MARINHO et al., 1994; MELO et al., 2001; BARBOSA-FILHO et al., 2003). 

A espécie Piptedania stipulacea (Benth) Ducke (Figura 1) é uma 

árvore da caatinga do nordeste brasileiro, conhecida como “Jurema branca” 

(FABRICANTE; ANDRADE, 2007), “Carcará”, “Calumbi” e Jurema malícia da 

serra” (FLORENTINO et al., 2007). Essa espécie é bastante utilizada na medicina 

popular nos processos inflamatórios na forma de tintura ou decoctos para tratar 

feridas (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002) e estudos científicos confirmam sua 

atividade antibacteriana e antifúngica contra cepas de Candida albicans 

(BEZERRA, 2008). Em outro estudo, extratos de Piptadenia stipulacea também 

mostraram ser eficazes contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 



 

Streptococcus faecium e Neurospora crassa (CHIAPPETA; DE MELLO, 1984). 

Recentemente, foram evidenciadas atividades antinociceptiva e anti-inflamatória 

em camundongos das frações acetato de etila e aquosa dessa espécie obtidas a 

partir do extrato etanólico bruto. (QUIEROZ et al., 2010). 

 

 

Figura 1: Piptadenia stipulacea ((Benth)) Ducke 

 

Partes aéreas da espécie coletada em Serra Branca-PB foram 

secas, moídas e extraídas a frio com etanol, obtendo-se o extrato etanólico bruto 

(EEB), que após extração líquido/líquido com solventes orgânicos obteve-se as 

fases hexânica, clorofórmica, acetato de etila e metanólica (Fluxograma 1). 

 

Fonte: www. cnip.org.br 



 

 

 

Fluxograma 1: Fracionamento do extrato etanólico bruto das partes 
aéreas de Piptadenia stipulacea ((Benth)) Ducke 

 
A fase clorofórmica forneceu três flavonoides: (1) galetina 3,6-dimetil 

éter (FGAL), (2) desmetoxicentaureidina e (3) santina (Figura 2). Onde FGAL 

possui peso molecular de 294 u.m.a. (LIRA et al., 2009). O flavonoide FGAL foi 

descrito pela primeira vez na família Fabaceae. 



 

 

 

Figura 2: Estruturas químicas dos flavonoides isolados de 
Piptadenia stipulacea ((Benth)) Ducke. (1) Galetina 3,6-dimetil éter, (2) 
desmetoxicentaureidina e (3) santina. 

 
 
Os flavonoides constituem uma classe ampla de substâncias 

polifenólicas encontradas em plantas. Este grupo inclui várias subclasses, como 

os flavonois, flavonas, flavanonas, antrocianidinas, isoflavonas, diidroflavonois e 

chalconas (PEREZ-VIZCAINO, 2010). A enorme variedade estrutural destes 

metabólitos e os diversos estudos químicos, genéticos e enzimológicos refletem o 

crescente e continuado interesse de químicos, farmacólogos e biólogos nesta 

classe de compostos (WOLLENWEBER, 1994). São amplamente distribuídos no 

reino vegetal e consumidos em grande quantidade na alimentação diária (DI 

CARLO et al., 1999). Estruturalmente são compostos fenólicos presentes em 

grande número de plantas, podendo ocorrer no estado livre ou associados a 

açúcares, ou alquilados como éteres metílicos, esterificados, dentre outros 

(WOLLENWEBER, 1994). 

 Os flavonoides também são encontrados em diversas plantas 

medicinais e muitos medicamentos são derivados de ervas medicinais, sendo 

bastante utilizados em todo o mundo. Estes metabólitos são capazes de modular 

a atividade de enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares, 



 

sugerindo que estes compostos tem significantes atividades anti-hepatotóxica 

(SOIKE; LENG-PESCHLOW, 1987), proteção vascular (BERETZ; CAZENAVE, 

1988) antialérgica (SAMUELSON, 1993; BERG; DANIEL, 1988), anti-inflamatória 

(MASCOLO et al., 1988; EMIM et al., 1994), antiosteoporótica (EATON-EVANS, 

1994) e antitumoral (MARTIN et al., 1994; DE LA LASTRA et al., 1994; IZZO et 

al., 1994; IZZO, 1996). 

 Destacam-se também pela sua atividade antioxidante, sendo os 

antioxidantes mais abundantes encontrados em dietas comuns. Mais de 4000 

flavonoides diferentes foram identificados nos alimentos, sendo suas principais 

fontes são as maçãs, cebolas, amoras, chocolate, frutas vermelhas, frutas 

cítricas, nozes e bebidas, como chá, cerveja e vinho (RUSSO et al., 2000) 

 Alguns flavonoides são conhecidos por “sequestrar” radicais livres 

oxigenados e recentemente, estudos sugerem que talvez eles também sejam 

“sequestradores” muito potentes do óxido nítrico (NO) (VAN ACKER et al., 1995). 

Estudos recentes sugerem que os flavonoides podem inibir in vitro a atividade da 

enzima NADPH diaforase no cérebro, responsável pela síntese do NO. Estes 

experimentos sugerem que a quercetina e a apigenina inibiram marcadamente a 

atividade desta enzima de maneira dependente de concentração, sugerindo que 

estes flavonoides talvez também sejam capazes de inibir a produção de NO no 

cérebro (TAMURA et al., 1994). Foi relatado que a quercetina e outros flavonoides 

inibiram as contrações induzidas em íleo de cobaia (FANNING et al., 1983; 

MACANDER, 1986). Capasso e colaboradores (1991a), testaram 13 flavonoides 

de várias classes (apigenina, catequina, crisina, flavona, hesperetina, campferol, 

morina, miceritina, naringenina, naringina, floridzina, quercetina e taxifolina) sobre 

as contrações induzidas por prostaglandina E2 (PGE2), leucotrieno do tipo D4 

(LTD4), acetilcolina (ACh) e cloreto de bário (BaCl2) em íleo isolado de cobaia e 

observaram que todos eles inibiram estas contrações. Os mesmos pesquisadores 

também observaram que os flavonoides inibiram as contrações induzidas 

eletricamente e por uma variedade de agonistas, dentre eles a ACh, 

5-hidroxitriptamina, histamina e algumas prostaglandinas, em íleo isolado de 

cobaia.  

Ainda sobre atividade espasmolítica para os flavonoides, encontra- 

se o 3,7,8,4’-tetra-O-metilgossipetina (SP-EA-01) e 3,7-di-O-metilcanferol (SP-EA-

15), obtidos de Solanum paludosum Moric, que apresentaram efeito relaxante em 

aorta de rato e a ação deles envolve bloqueio do influxo de cálcio através dos 



 

canais para cálcio dependentes de voltagem (CaV)  (SILVA, 2005). Retusina e 

me-retusina, isolados de Solanum paludosum Moric, apresentam efeito 

espasmolítico em íleo de cobaia, onde o efeito espasmolítico de retusina e me-

retusina não envolvem o bloqueio do influxo de cálcio, ativação de canais de 

potássio nem as vias adrenérgicas e colinérgicas, mas o mecanismo de ação de 

retusina envolve a participação da enzima sintase do óxido nítrico (NOS) e o 

mecanismo promovido pelo me-retusina envolve a participação da via 

fosfodiesterase (PDE) -nucleotídeos cíclicos (SANTOS, 2006). Isoliquiritigenina, 

isolado de Glycyrrhiza ularensis, apresenta atividade antiespasmódica em jejuno, 

íleo e reto de camundongo, através da inibição de PDEs (SATO et al., 2007). 

Diplotropina (3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6, 7 2”, 3”-furanoflavana),  isolado de 

Diplotropis ferruginea (Benth) exerce efeito relaxante em íleo de cobaia e útero de 

rata através da participação dos canais de potássio ativados por cálcio de grande 

condutância (BKCa). (LIMA, 2008). Liu et. al., (2008) demonstraram que o 

flavonoide isoliquiritigenina, isolado das raízes de Glicyrrhiza glabra, apresenta 

efeito relaxante em traqueia de cobaia através de vários mecanismos, como 

ativação da ciclase de guanilil solúvel (CGs), inibição de PDE, ativação da via de 

sinalização da proteína cinase dependente de monofosfato cíclico de guanosina 

PKG / GMPc e abertura de BKCa , genisteina, quenferol e quercetina apresentaram 

efeito espasmolítico em útero de rata, através da participação de nucleotídeos 

cíclicos (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997). 

O 3,6 dimetil éter galetina (FGAL), flavonoide isolado da fase 

clorofórmica da partes aéreas de Piptadenia stipulaceae (Benth) Ducke, nosso 

objeto de estudo, apresentou atividades farmacológicas como: atividade antiviral 

(ELSOHLY et al., 1997), tratamento de doenças da pele (ROSENBLOOM, 2003), 

tratamento de doenças periféricas vasculares e neurais (ROSENBLOOM, 2004), 

anticancerígeno (ROSENBLOOM, 2006), inibição da síntese de NO (MORIKAWA 

et al., 2006),  inibição da α-amilase (AL-DABBAS et al., 2006), atividade 

antioxidante (LEACH et al., 2007), antinociceptiva e anti-inflamatória em 

camundongos, provavelmente pela ação antioxidante e inibidora de ciclo-

oxigenase (COX) (QUIEROZ et al., 2010). Com estudos em nível de triagens 

farmacológicas realizados pelo nosso laboratório, observou-se efeito relaxante em 

músculo liso de aorta isolada de rato e traqueia isolada de cobaia e útero isolado 

de rata (Macêdo et al., 2011). 



 

Há um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente 

de plantas, ou seus derivados, que atuem na musculatura lisa, pois esse músculo 

é o principal responsável pelo controle da maioria dos órgãos ocos dos sistemas 

do corpo. As células da musculatura lisa estão presentes nas paredes de vários 

órgãos, incluindo os vasos sanguíneos, estômago, bexiga, vias aéreas, intestinos 

e útero, logo a regulação da contração do músculo liso tem um papel importante 

em muitos processos fisiopatológicos, cuja contração anormal do músculo liso é 

importante em condições como a hipertensão arterial, vasoespasmo coronariano 

e cerebral, asma brônquica, disfunção erétil, complicações durante o parto e 

desconforto causado por cólicas menstruais (WEBB, 2003). 

No músculo liso um aumento na concentração de cálcio citosólica 

([Ca2+]c), é a causa primária para contração, também está envolvida na 

proliferação celular (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989).  

A contração pode ser alcançada quer através da despolarização da 

membrana (acoplamento eletromecânico), levando ao aumento da [Ca2+]
c, 

proveniente do meio extracelular através dos Cav, desencadeando o processo de 

contração muscular. Ou induzida por um agonista (acoplamento farmaco-

mecânico) que pode ser independente do potencial de membrana (SOMLYO; 

SOMLYO, 2003). Agonistas como ocitocina, carbacol ou histamina se ligam a 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e ativam a cascata do 

fosfatidilinositol, através da proteína Gq ou G11 mediando a produção de 

1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), que estimulam a liberação de Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático (R.S.) e diacilglicerol (DAG), responsável pela ativação da 

proteína cinase C (PKC) que por sua vez pode fosforilar canais para potássio 

bloqueiando-os e levando a uma ativação indireta dos Cav (FUKATA; AMANO; 

KAIBUCHI, 2001). O aumento na [Ca2+]
c favorece a ligação do Ca2+ com a 

proteína calmodulina, formando o complexo 4Ca2+-calmodulina. Este complexo 

ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) a qual fosforila a cadeia leve da 

miosina (CLM), promovendo a interação da CLM com os filamentos de actina, 

desencadeando o processo de contração do músculo liso (WEBB, 2003).  

Na busca por substâncias que interfiram na sinalização do Ca2+
, o 

músculo liso se tornou uma alternativa para o desenvolvimento de técnicas que 

possibilitem essa investigação (KARAKI et al., 1997).  

O cálcio é um importante segundo mensageiro que desempenha um 

papel necessário 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, 2002). Em geral, existem duas fontes deste íon sinalizador na célula: 

uma extracelular que permitir o influxo de Ca2+ para o citoplasma, através dos 

canais na membrana plasmática, e outra intracelular representada pelos estoques 

internos, principalmente o retículo sarcoplasmático (R.S.) que liberam Ca2+ para o 

citosol (PAN; MA, 2003). 

Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil através do 

acoplamento eletromecânico são devido a uma despolarização de membrana 

diretamente pelo aumento da concentração externa de K+ ([K+]e) ou indiretamente 

pela ligação dos agonistas de acoplamento misto aos seus receptores levando à 

abertura de CaV, causando influxo de Ca2+ no citoplasma e, consequentemente, a 

contração (REMBOLD, 1996). Já os mecanismos fármaco-mecânicos da 

contração incluem (1) aumento de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol 

(DAG) por ligação do agonista com o receptor ativando a proteína 

Gq/11-fosfolipase C (PLC). O IP3 liga-se ao seu receptor permitindo a liberação de 

Ca2+ dos estoques intracelulares presentes no retículo sarcoplasmático (RS) que 

favorecerá a formação do complexo 4Ca2+ – CaM disparando o início do 

mecanismo contrátil (GARRET; GRISHAM, 1995); (2) aumento do influxo de Ca2+ 

através da abertura do canal de Ca2+ tipo L por um mecanismo que não envolve 

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

através de receptores de rianodina (sensíveis à cafeína) presentes na membrana 

do R.S. (KOMORI et al., 1995) e (4) aumento do Ca2+ por ativação do trocador 

Na+/Ca2+ reverso (BLAUSTEIN, 1989).  

 Os mecanismos de relaxamento podem incluir: (1) 

hiperpolarizacao, (2) aumento na atividade da enzima Ca2+ – ATPase (bomba de 

Ca2+), tanto do R.S. como da membrana plasmática, através da fosforilação pela 

PKG, levando a um aumento do sequestro e da extrusão de Ca2+, respectivamente, 

diminuindo assim a [Ca2+]c; (3) diminuição da formação do IP3 e consequente 

diminuição da  liberação de Ca2+ dos estoques como o RS; (3) redução da [Ca2+]
c via 

AMPc/PKA por diminuir o influxo de Ca2+ indiretamente, por hiperpolarização, ou por 

agir diretamente nos Cav do tipo 1 inativando-os e finalmente (4) diminuição da 

[Ca2+]c por ativação do trocador Na+/Ca2+ (BLAUSTEIN, 1989). 

Os canais de cálcio e potássio estão intimamente relacionados com 

a regulação do músculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A principal 



 

porta de entrada para o Ca2+ que vem do meio extracelular são os CaV 

(CATTERALL, 2000), os quais estão presentes na membrana celular da maioria 

das células excitáveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A entrada de 

cálcio em músculo liso visceral é controlada pelo potencial de membrana, uma 

vez que este determina a abertura de canais de Ca2+ dependentes de voltagem 

(SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al., 2001).  

Pelo menos 10 tipos diferentes de CaV subdivididos em três grandes 

famílias já foram descritos: (1) sensíveis a di-hidropiridina e ativados por alta 

voltagem (Cav1); (2) insensíveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem, 

(Cav2); e (3) ativados por baixa voltagem (Cav3), (ERTEL et al., 2000; 

ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). Os Cav1.2 são amplamente expresso no 

corpo humano (músculo cardíaco, músculo liso, células endócrinas, neurônios) 

(CATERRALL et al., 2005) e acoplados a despolarização de membrana em 

muitos processos celulares essenciais, incluindo ativação da transcrição 

(DOLMETSCH et al., 2001), exocitose (ARTALEJO; ADAMS; FOX, 1994), 

contração muscular (CLEEMANN; MORAD, 1991; LOPEZ-LOPEZ et al., 1995), 

entre outros. 

Os CaV1 sensíveis à di-hidropiridínas são os principais e muitas 

vezes o único tipo de canal de Ca2+ expresso em muitos músculos lisos 

(THORNELOE; NELSON, 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005). A 

subunidade 1 dos CaV é a formadora de poros e fornece o sítio de ligação 

extracelular para praticamente todos os agonistas e antagonistas, como por 

exemplo os derivados di-hidropiridínicos (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 

2007). 

O fluxo dos íons K+ através de canais localizados na membrana 

regulam o influxo de Ca2+ através dos CaV (THORNELOE; NELSON, 2005). Os 

canais de potássio desempenham um papel chave na regulação do potencial de 

membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração no músculo liso 

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

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

despolarização (KNOT et al., 1996).  

Os canais de K+ são reguladores fundamentais da excitabilidade 

celular. 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, 2007). 

Os ativadores de canais de K+ são substâncias que incluem um 

grupo de diversas moléculas com um largo potencial terapêutico (QUEST, 1992; 

EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem os canais de 

K+, causando hiperpolarização de membrana através do aumento do efluxo de K+, 

diminuição o influxo de Ca2+ e consequente diminuição do Ca2+ intracelular livre 

culminando assim no relaxamento do múscular (QUEST; COOK, 1989; WESTON; 

EDWARDS, 1992).  

No músculo liso, o tônus basal pode ser regulado por vários subtipos 

de canais de K+, entre eles: canais de K+ dependentes de voltagem (Kv); canais 

de K+ ativados por Ca2+ de larga condutância (BKCa); canais de K+ ativados por 

Ca2+ de pequena condutância (SKCa); canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP), entre 

outros (THORNELOE; NELSON, 2005). 

O útero é um órgão oco, revestido de musculatura lisa bem 

diferenciada, possuindo três camadas: endométrio, miométrio (camada muscular 

lisa espessa) e serosa (camada externa) (AGUILLAR; MITCHELL, 2010). 

Tem havido um progresso notável para o entendimento da fisiologia 

e fisiopatologia do útero, o que resultou em muitas intervenções importantes que 

afetam a concepção e contracepção, bem como a função menstrual. Embora haja 

crescente conscientização da importância potencial da função anormal da 

camada muscular do útero (miométrio), há relativamente poucos estudos sobre o 

papel do miométrio em doenças mais frequentes da reprodução 

(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). 

 A função do miométrio é de vital importância em processos 

fisiológicos como implantação do embrião e na manifestação de distúrbios como 

dismenorreia, a qual ocorre por um descontrole das contrações uterinas 

(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). A dismenorreia é uma síndrome caracterizada 

por um ou mais sintomas que se manifestam no período pré ou intramenstrual. A 

dor geralmente é mais intensa no primeiro dia da menstruação e, em mais de 

50% dos casos, é acompanhada por outros sintomas como náuseas, vômitos, 

palidez, cefaleia, diarreia, vertigem e desmaio (FONSECA, 2000). Essa contração 

exagerada promove a redução do fluxo vascular uterino, causando hipóxia e 

isquemia, aumentando ainda mais o quadro doloroso (BORTOLETO, 1995). 

Acredita-se que cerca de 50% a 90% das mulheres apresentem cólica uterina em 



 

algum momento de suas vidas, sendo que 10% das pacientes tornam-se 

incapazes de desenvolver suas atividades habituais em decorrência da dor 

(MOTTA, 2000). 

Tendo em vista a importância dos flavonoides, no tocante a serem 

metabólitos secundários produzidos pelas plantas, e uma vez que vários destes 

metabólitos apresentam atividade espasmolítica através de diferentes 

mecanismos de ação e sendo ainda descrito na literatura que há poucos estudos 

relacionados tanto à fisiologia como à fisiopatologia uterina, resolveu-se investigar 

a potencial atividade espasmolítica de FGAL sobre útero isolado de rata e seu 

provável mecanismo de ação em nível funcional. 

.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

   

Contribuir para o estudo farmacológico de Piptadenia stipulaceae 

(Benth) Ducke (Fabaceae), investigando o mecanismo de ação tocolítico do 3,6-

dimetil éter galetina (FGAL), isolado das partes aéreas desta planta em útero 

isolado de rata. 

 

2.2 Específicos 

 

a) Avaliar o antagonismo de FGAL frente contrações cumulativas induzidas 

por  ocitocina. 

 

b) Avaliar o efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por KCl ou 

por ocitocina. 

 

c) Investigar o efeito de FGAL sobre os canais para cálcio dependentes de 

voltagem. 

 

d) Investigar o efeito de FGAL sobre os canais para potássio. 

 

e) Determinar qual(ais) subtipo(s) de canais para potássio está(ão) 

envolvido(s) no mecanismo de ação tocolítico de FGAL. 

 

f) Investigar a participação dos nucleotídeos cíclicos como moduladores do 

efeito tocolítico de FGAL. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL 

 

3.1.1 Material Botânico 

 

A espécie Piptadenia stipulaceae (Benth) Ducke foi coletada no 

município de Serra Branca, estado da Paraíba, em abril de 2005. O material 

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

botânica do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica “Prof. Delby Fernandes de 

Medeiros” (LTF). Uma exsicata da planta se encontra depositada no Herbário 

Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) sob 

código de identificação AGRA 3331 (JPB) (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. A árvore; B galhos 

(Fonte: www. cnip.org.br) 

 

3.1.2 Animais 

 

 



 

  Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus) virgens pesando 

entre 200 e 250g, todas procedentes do Biotério “Prof. Thomas George” do 

Centro de Biotecnologia (CBiotec). 

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso 

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

com livre acesso a água, com ventilação e temperatura (21  1 C) controladas e 

constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h sendo o 

período claro das 06h00 às 18h00. 

Para os experimentos in vitro em nível funcional, todos os animais 

eram eutanasiados seguindo os princípios de cuidados com animais aprovados 

pelo Comitê de Ética em Utilização Animal do CBiotec (CEUA/CBiotec), certidão 

número 0303/11. 

 

3.1.3 Drogas e Reagentes 

 

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

de cálcio bi - hidratado (CaCl2.2H2O), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de 

magnésio hexa-hidradado (MgCl2.6H2O), fosfato monossódico mono-hidrato 

(NaH2PO4.H2O) e glicose foram obtidos da Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, 

NJ, EUA), cloreto de césio (CsCl), cloreto de tetraetilamônio (TEA+), 

glibenclamida, apaminutosa, 4-aminutosopiridina (4-AP), aminutosofilina, o 

dietilestrilbestrol e óleo de castor (cremophor®) foram obtidos da Sigma-Aldrich 

Co. (Saint Louis, MO, EUA).  A ocitocina foi obtida da Eurofarma (Brasil) 

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

White Martins. 

As partes aéreas de Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. foram 

secas, moídas e extraídas a frio com etanol, obtendo-se o extrato etanólico bruto 

(EEB), que após extração líquido/líquido com solventes orgânicos obteve-se as 

fases hexânica, clorofórmica, acetato de etila e metanólica. A fase clorofórmica 

forneceu três flavonóides: santina, desmetoxicentaureidina e galetina 3,6-dimetil 

éter (FGAL).  

 

3.1.4 Soluções Nutritivas 

 



 

Foi utilizada solução nutritiva de Locke Ringer, aerada com mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2). O pH era ajustado para valores entre 7,2 

e 7,4 com solução de HCl ou NaOH (1N) e mantida a temperatura constante de 

32 ± 1 ºC. A composição desta solução está descrita a seguir. 

 

Tabela 1. Composição da solução de Locke Ringer (REVUELTA; CANTABRANA; 

HIDALGO, 2000). 

 

 

Substância 

 

Concentração (mM) 

NaCl 154,0 

KCl 5,63 

CaCl2 2,16 

MgCl2 2,10 

Glicose 5,55 

NaHCO3 5,95 

 

Tabela 2. Composição da solução de Locke Ringer nominutosalmente sem cálcio. 

 

 

Substância 

 

Concentração (mM) 

NaCl 154,0 

KCl 5,63 

MgCl2 2,10 

Glicose 5,60 

NaHCO3 6,00 

 

 

 

 

 



 

 

 

3.1.5 Preparação da solução-estoque da substância em estudo 

 

FGAL era solubilizada em cremophor® e diluída em água destilada 

para obtenção da solução estoque (10-2 M, 3% cremophor® v/v) a qual era 

estocada em “freezer” a uma temperatura de 4 a 8 ºC, sendo novamente diluída 

em água destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. 

A concentração final de cremophor® nas cubas nunca excedera 0,01% (v/v). 

Nesta concentração o cremophor® é desprovido de efeito contrátil ou relaxante 

significante no órgão estudado, de acordo com dados obtidos em experimentos 

anteriores realizados em nosso laboratório. 

 

3.1.6 Aparelhos 

 

Para registro das contrações isométricas e isotônicas os órgãos 

eram suspensos em cubas de vidro (5 mL) aquecidas à temperatura adequada 

por bombas termostáticas modelo 597 FISATOM (São Paulo, SP, Brasil) e 

modelo Polystat 12002 Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, EUA). As contrações 

isométricas também foram registradas através de transdutores de força TIM-50 

AVS Projetos (São Paulo, SP, Brasil) que estavam acoplados em um amplificador 

AECAD 04F que por sua vez estava conectado a um computador contendo o 

programa AQCAD versão 2.03 ambos da AVS Projetos (São Paulo, SP, Brasil) 

(Figura 4). 

As contrações isotônicas eram registradas por meio de uma 

alavanca isotônica de inscrição frontal em cilindros esfumaçados de um 

quimógrafo DTF (São Paulo, SP, 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) (Figura 5) 
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Figura 4. Aparelhos utilizados para o registro de contrações: aparato para registro 
das contrações isotônicas com cilindro esfumaçado de um quimógrafo (A), 
transdutor de força FORT-10 (B), cuba de banho para órgão isolado (C), sistema 
de banho para órgão isolado com transdutor de força isométrico TIM-50 (D), 
amplificador AECAD 04F (E) acoplado a sistema digital. 
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Figura 5. Fotos do pHmetro digital e da  balança analítica. 
 
3.2 MÉTODOS  
 

3.2.1 Investigação do mecanismo de ação tocolítico de FGAL em útero 

isolado de rata 

 

3.2.1.1 Caracterização do antagonismo da contração induzida por ocitocina. 

 

 As ratas eram tratadas 24 h antes do início dos experimentos com 

dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para indução do estro. Decorrido este tempo, eram 

eutanasiadas. Após abertura da cavidade abdominutosal, era feita a dissecação 

do útero, colocando-o em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Locke 

Ringer a 32 ºC. Em seguida, os dois cornos uterinos eram separados por meio de 

uma incisão, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de 

vidro (5 mL). Para estabilização da preparação, esta era mantida em repouso por 

40 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensão de repouso de 1 g, 

efetuando, neste período, a renovação da solução nutritiva a cada 10 minutos. 

Após o período de estabilização, duas curvas concentração-resposta cumulativas 

similares à ocitocina (10-5 – 3 x 10-1 M) eram obtidas. Em seguida, na ausência da 

ocitocina, FGAL era incubada por 15 minutos em diferentes concentrações e em 

experimentos independentes. Após este período, ainda na presença de FGAL, 

uma nova curva concentração-resposta cumulativa à ocitocina era obtida. Os 

resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta contrátil 

na presença de FGAL com aquela obtida pela amplitude média das curvas 

controle na ausência do mesmo.  

O tipo de antagonismo exercido por FGAL foi analisado com base 

nos valores da inclinação do gráfico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959) 



 

e sua potência pelo valor do pD’2, que é definido como  logaritmo negativo (na 

base 10) da concentração molar de um antagonista que reduz a 50% uma 

resposta máxima de um agonista (VAN ROSSUM, 1963) 

 

3.2.1.2  Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por KCl ou 

por ocitocina  

O útero era montado como descrito no item 3.2.1.1. Após o período 

de estabilização, eram obtidas duas curvas concentrações-resposta de amplitude 

similares induzidas por 60 mM de KCl ou 10-2 UI/mL de ocitocina, de amplitudes 

similares, em preparações diferentes, registrada através de transdutores 

isométricos acoplados a um sistema de aquisição digital. Durante a fase tônica 

sustentada da segunda resposta, FGAL era adicionada cumulativamente à cuba.  

O relaxamento produzido foi expresso como a percentagem reversa 

da contração inicial produzida pelos agentes contráteis. O pD2 foi obtido a partir 

dos valores de CE50 (calculados pelo uso da regressão não linear de cada curva 

concentração-resposta de relaxamento para FGAL) de cada um dos 

experimentos. 

 

3.2.2 Avaliação do envolvimento dos canais para cálcio no mecanismo de 

ação tocolítico de FGAL 

 

3.2.2.1 Efeito de FGAL sobre o influxo de Ca2+ em meio despolarizante 

nominutosalmente sem cálcio 

 

O útero era montado como descrito no item 3.2.1.1. O tecido permanecía 

em repouso por 40 minutosutos em contato com a solução de Locke Ringer que 

era substituída pela solução Locke Ringer nominutosalmente sem Ca2+ também 

por 40 minutosutos e, logo em seguida, era adicionado 60 mM de KCl por 10 

minutosutos. Assim, eram induzidas duas curvas cumulativas ao CaCl2 de 

magnitudes similares (curvas controle). As contrações isotônicas eram registradas 

por uma alavanca de inscrição frontal em cilindros esfumaçados de um 

quimógrafo (DTF, Brasil). Após estas respostas, as preparações eram lavadas e 

FGAL era incubada por 15 minutosutos em preparações diferentes. Após este 

período, uma terceira curva cumulativa ao CaCl2 era obtida ainda na presença de 



 

FGAL em concentrações diferentes e independentes. O tipo de antagonismo 

exercido pelo flavonoide foi analisado com base na análise de Schild 

(Arunlakshana & Schild, 1959). 

 

3.2.3 Avaliação do envolvimento dos canais para potássio no mecanismo de 

ação tocolítico de FGAL 

 

3.2.3.1 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, na 

ausência e na presença de cloreto de césio (CsCl) 

O útero era montado como descrito no item 3.2.1.1. Após o período 

de estabilização, eram obtidas duas curvas concentração-resposta de amplitude 

similar com 10-2 UI/mL de ocitocina, em preparações diferentes, antes da segunda 

curva concentração-resposta o CsCl 5 mM, bloqueador não seletivo dos canais 

para potássio, era incubado por 20 minutos (LATORRE et al., 1989). Durante a 

fase tônica sustentada da segunda contração, FGAL era adicionado 

cumulativamente à cuba. O relaxamento produzido por FGAL foi expresso como a 

percentagem reversa da contração inicial induzida pela ocitocina. Os valores de 

pD2 foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e 

na presença de 5 mM de CsCl. 

 

3.2.3.2 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, 

na ausência e na presença de 4-aminutosopiridina (4-AP), glibenclamida, 

apaminutosa,  tetraetilamônio (TEA+). 

 

O útero era montado como descrito no item 3.2.1.1. O tecido 

permanecia em repouso por 40 minutos em contato com a solução de Locke 

Ringer. Após este período era induzida uma contração pela adição de 10-2 UI/mL 

de ocitocina e sobre o componente tônico da contração era adicionando FGAL de 

forma cumulativa (curva controle). Em outro experimento, era adicionado à cuba 

3 mM de 4-AP, um bloqueador dos canais para potássio abertos por voltagem 

(KV) (AARONSON et al., 2006), 3 x 10-5 M de glibenclamida, um bloqueador dos 

canais para potássio sensíveis ao ATP (KATP) (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 

1997), 100 nM de apaminutosa, um bloqueador de canais para potássio de 

pequena condutância ativados pelo Ca2+ (SKCa) (TSAI et al., 1998), 1 mM de 



 

tetraetilamônio (TEA+), que nessa concentração é um bloqueador seletivo dos 

canais para potássio de grande condutância ativados pelo Ca2+ (BKCa) (HUANG, 

1998, MURRAY et al., 1991) por 20 minutos. Após esse período uma nova 

contração era obtida pela adição de 10-2 UI/mL de ocitocina era induzida na 

presença desses bloqueadores. Durante a fase tônica sustentada da segunda 

contração, FGAL era adicionado cumulativamente à cuba, em preparações 

diferentes. O relaxamento produzido pelo FGAL foi expresso como a percentagem 

reversa da contração inicial induzida pela ocitocina. Os valores de pD2 foram 

calculados como descrito anteriormente. 

 

3.2.4 Investigação da participação dos nucleotídios cíclicos no mecanismo 

de ação tocolítico do FGAL 

 

3.2.4.1 Efeito do FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, 

na ausência e na presença de aminutosofilina 

 

O útero era montado como descrito no item 3.2.1.1. Após o período 

de estabilização, eram obtidas duas curvas concentração-resposta de amplitude 

similar com 10-2 UI/mL de ocitocina Em seguida, antes da segunda contração, a 

preparação era incubada por 20 minutos com 10-4 M de aminutosofilina, inibidor 

inespecífico das enzimas fosfodiesterases (URUNO et al., 1974)  e, ainda na sua 

presença, uma nova contração induzida por ocitocina era obtida. Em seguida, 

FGAL era adicionado cumulativamente sobre a fase tônica da contração. O 

relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial 

produzida pelo agente contrátil na ausência e na presença da aminofilina. Os 

valores de pD2 foram calculados como descrito anteriormente. 

 

3.2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os resultados foram expressos como a média ± o e.p.m. e 

analisados estatisticamente empregando-se o teste t não pareado ou análise de 

variância (ANOVA) “one-way” seguido do teste de Bonferroni, onde valores de 

p < 0,05 foram considerados significantes. 

  Os valores de pD2 logaritmo negativo (na base 10) da concentração 

em molar de uma substância que produz 50% do seu efeito máximo foram 



 

calculados por regressão não linear para todos os experimentos realizados 

(NEUBIG et al., 2003). 

  A inclinação do gráfico de Schild, que provê informação sobre a 

natureza do antagonismo, foi calculada por regressão linear baseada nas 

equações de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959), onde foram usados os 

valores de log(DR-1) em função do log das concentrações da substância testada. 

Também foram calculados os valores de r2 (coeficiente de regressão linear) que 

provê informações sobre a correlação concentração-resposta e os valores de pD’2 

(parâmetro de potência do antagonista), obtidos por regressão linear. 

  Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® 

versão 5.01 GraphPad Software Inc. (San Diego, CA, USA). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Investigação do mecanismo de ação tocolítico de FGAL em útero isolado 

de rata 

 

4.1.1 Característica do antagonismo da contração induzida por ocitocina 

 

 FGAL, nas concentrações de 10-6 M,  3 x 10-6 M e 10-5 M, 

inibiu de maneira dependente de concentração (r2 = 0,95 ± 0,01) as contrações 

cumulativas induzidas por ocitocina em útero isolado de rata com desvio da curva 

controle para a direita de maneira não paralela e com redução do Emax (Gráfico 1). 

A análise do gráfico de Schild (Gráfico 1B e 2B) indica um antagonismo do tipo 

não competitivo exercido por FGAL que foi confirmado pelo valor de 

“slope” = 0,15 ± 0,04 que diferiu significantemente da unidade para ocitocina. A 

potência de FGAL em antagonizar as contrações cumulativas induzidas por 

ocitocina foi determinada pelo valor de pD’2 = 3,4 ± 0,1. 
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Gráfico 1. Curvas concentrações-resposta cumulativas a ocitocina  na ausência 
() e na presença de FGAL nas concentrações de 10-6 (), 3 x 10-6 () e10-5 M 
() em útero isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais 
representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way” seguido por 
Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. FGAL). 
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4.1.2 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina ou 
KCl 
 

FGAL (10-9 - 10-4 M) induziu relaxamento de maneira significante 

(pD2 = 5,6 ± 0,06) e dependente de concentração (r2 = 0,94) no útero pré-

contraído  por  60 mM de KCl,  (n = 5). Da mesma forma, FGAL (10-9 -  10-4 M) 

relaxou de maneira significante (pD2 = 6,9 ± 0,1) e dependente de concentração 

(r2 = 0.97)  o útero pré-contraído por 10-2 UI/mL de ocitocina (Gráfico 2) No 

entanto, FGAL mostrou-se cerca de 20 vezes mais potente em relaxar o útero 

pré-contraído com ocitocina quando comparado com KCl.  Em até 45 minutos 

após a retirada de FGAL da cuba, os agentes contráteis produziram contrações 

com a mesma amplitude em relação a contração inicial, indicando que o efeito do 

flavonóide é reversível neste órgão. 
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Gráfico 2. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina () e 60 mM de KCl () em útero isolado de rata (n = 5). Os 
símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. 
 

4.2 Avaliação do envolvimento dos canais para cálcio no mecanismo de 

ação tocolítico de FGAL 

 



 

4.2.1 Efeito de FGAL sobre as contrações cumulativas induzidas por Ca2+ em 

meio despolarizante nominalmente sem cálcio 

FGAL, nas concentrações de 10-6, 3 x 10-6, 10-5, 3 x 10-5 M, 

antagonizou as contrações induzidas cumulativamente ao CaCl2 em meio 

despolarizante (60mM de KCl) e nominalmente sem Ca2+ em útero isolado de 

rata. O que foi evidenciado pelo desvio da curva controle (Grafico 3) para a direita 

de maneira não paralela e com diminuição do efeito máximo (Emax = 

100%;  86,6% ± 1,2; 23,3 % ± 1,5) na presença de diferentes concentrações de 

FGAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3. Curvas concentrações-resposta cumulativas ao CaCl2 na ausência () 

e na presença de FGAL nas concentrações de 10-6 (), 3 x 10-6 (),  10-5 M () e 

3 x 10-5 () M em útero isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais 

representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way” seguido por 

Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. FGAL) 

 

4.3 Avaliação do envolvimento dos canais para potássio no mecanismo de 

ação tocolítico de FGAL 
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4.3.1 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 

ausência e na presença de cloreto de césio (CsCl) 

 

 FGAL (10-9 – 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata pré-contraído 

com ocitocina na ausência (pD2 = 6,9 ± 0,1) e na presença (pD2 = 5,6 ± 0,01) de 

5 mM de CsCl, um bloqueador não seletivo dos canais para potássio.  A potência 

relaxante de FGAL foi reduzida significantemente cerca de vinte vezes 

(p < 0,0001) quando comparada ao relaxamento produzido pelo flavonóide na 

ausência do CsCl (Gráfico 4). Tanto na presença como na ausência do 

bloqueador o valor de Emax = 100% foi alcançado.  

 

456789

0

25

50

75

100

- log [FGAL]

R
e
la

x
a
m

e
n

to
 (

%
)

 

 
Gráfico 4. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina na ausência () e na presença (●) de 5 mM de CsCl, em útero 
isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais representam a média e o 
e.p.m., respectivamente. 
 
 
 
4.2.2 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 

ausência e na presença de 4-aminopiridina (4-AP) 

 



 

FGAL (3 x 10-7 – 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata 

pré-contraído com ocitocina na ausência (pD2 = 6,9 ± 0,1) e na presença 

(pD2 = 5,4 ± 0,008) de 3 mM de 4-AP, um bloqueador seletivo dos canais para 

potássio sensíveis a voltagem (KV). A potência relaxante de FGAL foi diminuída 

cerca de 30 vezes na presença de 4-AP (Gráfico 5). Tanto na presença como na 

ausência do bloqueador o valor de Emax = 100% foi atingido. 
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Gráfico 5. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina na ausência () e na presença () de 3 mM de 4-AP, em útero 
isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais representam a média e o 
e.p.m., respectivamente. 
 
 
4.2.3 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 
ausência e na presença de glibenclamida 
 

FGAL (10-8 – 3 x 10-5 M) relaxou o útero isolado de rata 

pré-contraído com ocitocina na ausência (pD2 = 6,9 ± 0,1) e na presença 

(pD2 = 5,3 ± 0,009) de 3 x 10-5 M de glibenclamida, um bloqueador seletivo dos 

canais para potássio sensíveis ao ATP (KATP). A potência relaxante de FGAL foi 

diminuída em torno de 30 vezes na presença de glibenclamida (Gráfico 6). Tanto 

na presença como na ausência do bloqueador o valor de Emax = 100% foi atingido. 
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Gráfico 6. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina na ausência () e na presença () de 3 x 10-5 M de glibenclamida, 
em útero isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais representam a 
média e o e.p.m., respectivamente. 
 

4.2.4 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 

ausência e na presença de apamina 

 

FGAL (3 x 10-9 – 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata pré-contraído com 

ocitocina na ausência (pD2 = 6,9 ± 0,1) e na presença (pD2 = 6,3 ± 0,02) de 

100 nM de apamina, um bloqueador seletivo dos canais para potássio sensíveis 

ao cálcio de pequena condutância (SKCa). A potência relaxante de FGAL  foi 

reduzida 4 vezes apenas quando comparada ao relaxamento produzido pelo 

flavonóide na ausência da apamina (Gráfico 7). Tanto na presença como na 

ausência do bloqueador o valor o  Emax = 100%  foi atingido na concentração de 

10-4 M de FGAL .  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 7. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina na ausência () e na presença () de 100 mM de apamina, em útero 
isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais representam a média e o 
e.p.m., respectivamente. 
 

4.2.5 Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 

ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+) 

 

FGAL (10-8 – 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata pré-contraído com 

ocitocina na ausência (pD2 = 6,9 ± 0,1) e na presença (pD2 = 5,0 ± 0,08) de 1 mM 

de TEA+, um bloqueador seletivo dos canais para potássio grande condutância 

sensíveis ao cálcio (BKCa). A potência relaxante de FGAL foi reduzida 88 vezes 

(p < 0,05) quando comparada ao relaxamento produzido pelo flavonóide na 

ausência do tetraetilamônio (Gráfico 8). Tanto na presença como na ausência do 

bloqueador o valor do Emax = 100% foi alcançado. 
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Gráfico 8. Efeito de FGAL sobre as contrações tônicas induzidas por 10-2 UI/mL 
de ocitocina na ausência () e na presença () de 1 mM de TEA+, em útero 
isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais representam a média e o 
e.p.m., respectivamente.  
 

Tabela 2. Valores de pD2 e CE50 de FGAL na ausência (controle) e na presença de 
diversos bloqueadores de canais para potássio.   

                                                                                                                                          

Bloqueador pD2 

-  

CsCl 

6,9 ± 0,1 

5,6 ± 0,01 

4-aminopiridina 5,4 ± 0,008 

Glibenclamida 5,3 ± 0,009 

Apamina 6,3 ± 0,02 

TEA+  5,0 ± 0,008 
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          Discussão 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5 DISCUSSÃO 

 

Evidenciou-se farmacologicamente neste trabalho que  o flavonoide 

3,6 dimetil éter  (FGAL)  isolado das partes aéreas de Piptadenia stipulaceae 

Benth Ducke, exerce seu efeito tocolítico em útero isolado de rata através da 

modulação positiva de canais para K+, mais especificamente os canais para K+  

de grande condutância ativados pelo cálcio (BKCa), os canais para K+ de pequena 

condutância ativados pelo cálcio (SKCa), os canais para K+  dependentes de 

voltagem (Kv) e os canais para K+  sensíveis ao ATP (KATP), além da participação 

indireta dos canais de cálcio dependentes de voltagem (Cav). 

Em estudos anteriores, Macêdo (2010) demonstrou que FGAL 

apresentou efeito tocolítico por inibir as contrações fásicas induzidas por ocitocina 

e carbacol. Apresentando-se mais potente em inibir as contrações fásicas 

induzidas por ocitocina.  Desta forma, decidiu-se investigar o possível mecanismo 

de ação tocolítica de FGAL em útero isolado de rata. 

 Para confirmar ou descartar a hipótese de que FGAL estaria agindo 

em nível de receptor de ocitocina, decidiu-se caracterizar o bloqueio exercido pelo 

flavonoide frente às curvas concentrações-resposta cumulativas induzidas por 

ocitocina. Foi observado um desvio das curvas para direita, de forma não-paralela 

e com redução do Emax (Gráfico 1), sugerindo um antagonismo do tipo 

não-competitivo, concluindo  que FGAL não está agindo em nível de receptores 

de ocitocina de maneira direta para promover seu efeito tocolítico.  

O íon Ca2+ é o principal sinal responsável pela ativação da contração 

do músculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; MORGAN, 1982) sendo 

responsável também por desencadear uma variedade de processos celulares nos 

neurônios, músculos e muitas células não-excitáveis tendo como função mais 

importante a sinalização celular (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE, 1997; 

BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; 

BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; SCHUSTER; MARHL; HÖFER, 2002).  

A contração do músculo liso é disparada principalmente pelo 

aumento da [Ca2+]c, e pode ser alcançada tanto via despolarização de membrana, 

levando ao aumento da [Ca2+]c através dos canais para cálcio dependentes de 

voltagem (CaV), como pela ligação do agonista a um receptor, que pode ser 

independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), 

originalmente designados por acoplamentos eletromecânico e fármaco-mecânico, 



 

respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como a ocitocina ligam-

se a receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e ativam a cascata de 

fosfoinositídios, usualmente através da produção de IP3 mediada pelas proteínas 

Gq e G11, estimulando, assim a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) 

(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contráteis podem também 

elevar a [Ca2+]c através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca2+ 

através dos múltiplos tipos de canais (SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 

2002). 

 A principal porta de entrada para o Ca2+ que vem do meio 

extracelular são os canais de cálcio operados por voltagem (CaV) (CATTERRALL, 

2000), os quais estão presentes na membrana celular da maioria das células 

excitáveis (ALEXANDER; MATHIE ; PETERS, 2007).  

São canais iônicos 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  e a subunidade  que é intracelular (CATTERALL et 

al., 2005) 

Vários agentes contráteis causam uma resposta contrátil bifásica no 

músculo liso, consistindo em uma contração inicial transiente – componente 

fásico, seguido por uma contração sustentada – componente tônico, que se 

desenvolve lentamente e é mantida durante o período de exposição 

principalmente pelo influxo do Ca2+ pelos CaV (VAN BREEMEN; AARONSON; 

LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979).  

 Tendo em vista que os mecanismos envolvidos na manutenção da 

fase tônica da contração serem diferentes em relação aos da fase fásica 

(ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 

1996), resolveu-se então verificar se FGAL promoveria o relaxamento do útero 

pré-contraído com ocitocina e KCl. 

Como a abertura dos CaV é um dos passos comum às vias de 

sinalização da ocitocina e do KCl com conseqüente influxo de Ca2+, resultando na 

manutenção da fase tônica da contração (WRAY, 1993),  levantou-se a hipótese 

de que  FGAL poderia estar agindo por bloqueio do influxo de Ca2+ através dos 

CaV visto que houve relaxamento do músculo liso uterino na presença de FGAL 

tanto quando  pré- contraído com ocitocina como por KCl (Gráfico 2). 



 

Como mostra o gráfico 2, FGAL  relaxou de maneira significante o 

útero pré-contraído com KCl (pD2 = 5,6 ± 0,06), assim como ocitocina 

(pD2 = 6,9 ± 0,1) (Emax = 100%) e de maneira dependente de concentração sendo 

mais potente cerca de 20 vezes quando o órgão era pré-contraído com ocitocina. 

O fato de FGAL relaxar o útero pré-contraído com KCl 60 mM e ocitocina é 

sugestivo de que o mecanismo de ação espasmolítica do mesmo envolva 

bloqueio direto dos CaV.  

Para confirmar a hipótese de que FGAL estaria bloqueando os Cav 

diminuindo o influxo Ca2+ e levando o útero ao relaxamento, decidiu-se 

caracterizar o provável bloqueio exercido pelo flavonoide frente às curvas 

concentrações-resposta cumulativas induzidas por CaCl2 em meio despolarizante 

e nominalmente sem Ca2+. Foi observado um desvio das curvas para direita, de 

forma não-paralela e com redução do Emax (Gráfico 3), caracterizando  um 

antagonismo do tipo não-competitivo, sugerindo que o relaxamento induzido por  

FGAL  envolve o bloqueio indireto dos Cav em nível funcional. 

Os canais de potássio desempenham um papel chave na regulação 

do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração no 

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

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

uma despolarização (KNOT et al., 1996).  

Os abridores de canais de K+ são substâncias que incluem um grupo 

de diversas moléculas com um largo potencial terapêutico (QUEST, 1992; 

EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem os canais de 

K+, causando hiperpolarização de membrana através do aumento do efluxo de K+, 

desta forma causando diminuição do Ca2+ intracelular livre e consequente 

relaxamento do músculo liso (QUEST; COOK, 1989; WESTON; EDWARDS, 

1992).    

 

Eles estão envolvidos em várias funções fisiológicas, tais como, 

potencial de membrana celular, secreção de hormônios e de neurotransmissores. 

Sua atividade pode ser regulada por voltagem, Ca2+, por neurotransmissores e 

conseqüentemente as vias de sinalização que eles estimulam, estímulos químicos 

e físicos, incluindo a tensão de oxigênio, pH, lipídios, estiramento mecânico, 

GPCRs, entre outros estímulos (LESAGE; LAZDUNSKI, 2000; ALEXANDER; 

MATHIE; PETERS, 2007). O movimento dos íons K+ através de canais 



 

localizados na membrana regulam indiretamente o influxo de Ca2+ através dos 

CaV (THORNELOE; NELSON, 2005). 

A associação entre o aumento da atividade dos canais para K+ e o 

relaxamento do músculo liso vem sendo estudada em vários tecidos. Alguns 

autores apresentam evidências da participação de vários canais para K+ na 

regulação do músculo liso, tanto em nível funcional como em nível 

eletrofisiológico, como por exemplo: Kv em íleo de cobaia (LIMA, 2004; 

CAVALCANTE, 2008) e aorta de rato (RIBEIRO et al., 2007a). BKCa em íleo de 

cobaia (SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 1999; CAVALCANTE, 2001; 

CAVALCANTE, 2008; LIMA, 2008), músculo longitudinal de íleo de cobaia 

(UYAMA; IMAIZUMI; WATANABE, 1993), traquéia de cobaia (HIRAMATSU et al., 

1994, RIBEIRO, 2007), artéria mesentérica de rato (OLIVEIRA et al., 2004), 

traquéia de cão (WADE; SIMS, 1993), traquéia de porco (KUME et al., 1994; 

KANNAN; JOHNSON, 1995; YAMAKAGE; HIRSHMAN; CROXTON, 1996), útero 

de rata (LIMA, 2008, TRAVASSOS et al. 2009), aorta de coelho (DEMIREL et al., 

1994), artérias submucosas e mesentéricas de cobaia (HILL et al., 1997) e no 

miométrio humano (ANWER et al., 1993, MEERA et al., 1995). SKCa em íleo de 

cobaia (CAVALCANTE, 2008, MACÊDO, 2008), útero de rata (SILVA; OKUYAMA; 

PAIVA, 1996) e em aorta de rato (SILVA et al., 1994). KATP em íleo de cobaia 

(CAVALCANTE, 2008, MACÊDO, 2008), traquéia de cobaia (SHIKADA; TANAKA, 

1995), músculo longitudinal de íleo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD, 1996) e 

de cobaia (SUN; BENISHIN, 1994), em uretra de cobaia (TERAMOTO; BRADING; 

ITO, 1999) e em traquéia de gato (TERAMOTO; NAKASHIMA; ITO, 2000). 

O efluxo de potássio em células miometriais resulta em 

repolarização de membrana e este efluxo é a corrente iônica primária responsável 

pela manutenção do potencial de repouso no útero (BRAINARD; KOROVKINA; 

ENGLAND, 2007). 

No músculo liso uterino, os mais abundantes e mais bem estudados 

canais para K+ são: KV; BKCa; SKCa; KATP (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 

2007). Substâncias que abrem os canais de K+, compreendem um grupo diverso 

de moléculas com um amplo uso terapêutico (EMPFIELD et al., 1995). Esses 

compostos abrem os canais de K+, causando hiperpolarização através do 

aumento do efluxo de K+ e conseqüente redução da [Ca2+]c seguido de 

relaxamento do músculo liso (QUEST; COOK, 1989) 



 

No presente estudo, a participação dos canais para K+ no efeito 

tocolítico do flavonoide foi investigada em nível funcional, utilizando-se 

bloqueadores desses canais como ferramentas farmacológicas. Uma vez que a 

potência relaxante de FGAL na presença de CsCl, bloqueador não seletivo dos 

canais para K+, foi reduzida significativamente em aproximadamente 20 vezes, 

ocorrendo um desvio da curva de relaxamento de FGAL  para direita no útero 

pré-contraído com ocitocina é sugestivo de que haja a participação de canais para 

K+ no mecanismo de ação tocolítica do flavonoide em útero isolado de rata 

(Gráfico 4). 

Os canais para K+ sensíveis a voltagem (KV) são amplamente 

expressos no músculo liso uterino. Cada canal é composto de quatro 

subunidades, sendo que cada subunidade (S) possui seis regiões hidrofóbicas 

(S1-S6), que formam o domínio transmembrana. Essas regiões hidrofóbicas são 

ligadas por seqüências de aminoácidos hidrofílicos, os quais são expostos no 

espaço intra- ou extracelular. Cada subunidade contém um domínio carboxi- e 

amino-terminal citoplasmático. A região S4 é carregada, contendo um aminoácido 

básico (lisina ou arginina) a cada três resíduos, sendo essa região um importante 

componente do sensor de voltagem. A via de permeação do canal é formada, em 

parte, pela região de ligação das seqüências transmembrana S5 e S6 e é 

chamada de H5 ou região do poro (JAN; JAN, 1992) 

É fundamentado na literatura que os KV contribuem para o potencial 

de repouso nesta células, uma vez que em resposta a despolarização, o efeluxo 

de K+ através destes canais induz repolarização das células para restabelecer o 

potencial de repouso no músculo liso uterino (BRAINARD; KOROVKINA; 

ENGLAND, 2007). Dessa forma, levantou-se a hipótese de que FGAL poderia 

estar induzindo o efeito tocolítico por ativação dos KV que ao repolarizar a 

membrana levaria indiretamente ao bloqueio do influxo de Ca2+ via CaV e por fim 

ao relaxamento muscular liso. Para confirmar ou descartar essa hipótese, 

resolveu-se  avaliar o efeito relaxante de FGAL na presença e na ausência da 4-

AP, um bloqueador seletivo dos KV, e o observado foi que há a participação dos 

KV no mecanismo de ação tocolítica de FGAL, uma vez que na presença de 4-AP 

a potência relaxante do flavonoide foi diminuída cerca de 30 vezes (Gráfico 5).  

Os canais para K+ sensíveis ao ATP (KATP) estão presentes em 

vários tipos de músculos lisos. Estes canais tem como principal característica a 

sua abertura ser inibida por concentrações basais de ATP intracelular, por 



 

sulfoniluréias e por baixas concentrações de Ba2+ (STANDEN et al., 1989; 

SANBORN, 2000). No entanto, sabe-se que existem subtipos de KATP que são 

relativamente insensíveis aos níveis basais de ATP, mas são bloqueados 

seletivamente pela glibenclamida, utilizada na terapêutica no tratamento de 

diabetes tipo 2 (MISHRA; AARONSON, 1999).  

Os KATP
 

são um complexo de pelo menos duas proteínas. A 

estequiometria destes canais consiste de um tetrâmero de subunidades Kir6.0 

(principalmente Kir6.1 e Kir6.2), que forma o poro do canal, rodeada de quatro 

proteínas SUR. Para formar um canal funcional, ambas as subunidades SUR e 

Kir6.1 ou Kir6.2 são essenciais, já que nenhum canal é formado quando essas 

proteínas são expressas sozinhas. São as subunidades SUR que conferem ao 

canal sensibilidade às sulfoniluréias e aos abridores do canal, como o diazóxido, e 

uma vez que essas subunidades possuem o domínio de ligação de nucleotídios, 

elas também conferem sensibilidade ao ATP (STANDEN, 1997). A isoforma 

predominante dos KATP em células miometriais é a Kir6.1/SUR2B, apesar da 

isoforma Kir6.2/SUR1 também já ter sido evidenciada (CHIEN et al.,1999; 

CURLEY et al., 2002). Os ativadores dos KATP diminuem as contrações uterinas, 

no entanto, eles são mais potentes em miométrio humano não grávido do que em 

grávido (SANBORN, 2000).  

Para avaliar se os KATP estariam participando do mecanismo de 

ação espasmolítica de FGAL em útero isolado de rata, avaliou-se o efeito do 

flavonoide na presença de glibenclamida, inibidor seletivo destes canais, e 

observou-se que a curva de relaxamento induzida pelo flavonoide no útero 

pré-contraído com ocitocina foi alterada na presença de glibenclamida (Gráfico 6), 

sugerindo que esse tipo de canal para K+  está participando do efeito tocolítico 

promovido pelo FGAL, visto que sua potência foi diminuída cerca de 30 vezes na 

presença do bloqueador. 

Os canais para K+ ativados por Ca2+ (KCa) contribuem para a 

repolarização do potencial de ação e são divididos em três grandes famílias com 

base em suas condutâncias, cinética e farmacologia (SAH; FABER, 2002): 1) 

SKCa, são bloqueados por apamina; 2) canais para K+ de condutância 

intermediária ativados por Ca2+ (IKCa) bloqueados pelo clotrimazole, e 3) 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+ citosólico (< 1,0 M), em contraste aos 



 

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

BKCa são encontrados em cérebro, cóclea, músculo esquelético e músculo liso. Já 

os SKCa são largamente encontrados em cérebro, coração e alguns tipos de 

músculo liso. Enquanto que os IKCa estão presentes na placenta, próstata, 

linfócitos, pâncreas e endotélio vascular (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 (KOHLER et al., 1996), e os IKCa
 

passaram a ser chamados de KCa3.1 (ISHII et al., 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., 2003), 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 

pelo Na+ e Cl- intracelular (YUAN et al., 2003), enquanto o KCa5.1 é sensível ao 

pH (SCHREIBER et al., 1998). 

Os canais KCa1.1 são encontrados em cérebro, cóclea, músculo 

esquelético e músculo liso. Já os KCa2.1; 2.2 e 2.3 são largamente encontrados 

em cérebro, coração e alguns tipos de músculo liso. Enquanto que os KCa3.1 

estão presentes na placenta, próstata, linfócitos, pâncreas e endotélio vascular 

(WEI et al., 2005). 

Os canais SKCa geram uma corrente hiperpolarizante em células 

excitáveis após a geração do potencial de ação, e assim levam ao relaxamento do 

músculo liso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Os SKCa estão 

constitutivamente associados a calmodulina, que medeia a abertura do canal 

através da ligação com o cálcio (XIA et al., 1998).  

Para avaliar uma possível participação dos SKCa no efeito tocolítico 

induzido por FGAL, observamos o relaxamento na presença de apamina (AP), um 

bloqueador seletivo dos SKCa  . Caso essa hipótese fosse verdadeira o 

relaxamento do útero de rata induzido pelo flavonoide deveria ser atenuado na 

presença de apamina, um bloqueador seletivo dos SKCa. O fato da curva de 

relaxamento produzida por FGAL ter sido deslocada para a direita na presença de 

apamina e ter reduzido sua potência em torno de 4 vezes (Gráfico 7) sugere que 

FGAL esteja promovendo seu efeito tocolítico através de uma modulação positiva 

desses canais.  



 

Os canais BKCa  são um dos canais iônicos mais estudados no 

músculo liso do útero devido a sua abundância e significativa corrente de 

repolarização. Poucos canais BKCa precisam ser ativados para produzir 

relaxamento uterino, assim, estes canais podem ter efeitos profundos sobre a 

atividade miometrial, impedindo assim as contrações uterinas e, 

conseqüentemente disfunções como dismenorreia e abortos (BRAINARD; 

KOROVKINA; ENGLAND, 2007). 

Os canais BKCa são compostos de quatro subunidades α e quatro 

subunidades β. A subunidade α é a porção formadora do poro do canal e consiste 

de 11 domínios hidrofóbicos (S0-S10). O domínio transmembrana (S0-S6) 

constitui o núcleo da subunidade α com uma cauda NH2 terminal. Os quatro 

demais domínios (S7-S10) são localizados no citoplasma e forma a cauda COOH 

terminal da proteína. As subunidades α podem associar-se com diferentes 

subunidades β, o que explica diferentes propriedades dos BKCa em diferentes 

tecidos. A subunidade β é composta por dois domínios transmembrana com uma 

grande alça extracelular, e as caudas NH2 e COOH terminais localizadas no 

citoplasma. (PAULSON; NEWMAN, 1987; BOYLE et al., 1992). 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 

JR. 1987; PEREZ et al., 1999). 

Diante dos expostos, passou-se a investigar se FGAL estaria agindo 

sobre os canais BKCa, ativando-os, e conseqüentemente levando a uma 

repolarização de membrana que levaria indiretamente ao fechamento dos CaV. 

Em presença de 1 mM de TEA+, uma concentração essa específica para bloquear 

apenas os BKCa (LATORRE et al., 1989; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996), a 

curva de relaxamento promovida por FGAL foi desviadas para direita (Gráfico 8) 

tendo sua potência relaxante diminuída em 88 vezes quando comparada com a 

curva de relaxamento na ausência deste bloqueador. Estes dados demonstram 

que o relaxamento produzido pelo flavonoide em útero isolado de rata está 

associado à abertura dos BKCa, os quais contribuem em 30% com a manutenção 

do potencial de repouso no músculo liso uterino no tocante a repolarização ou 

hiperpolarização de membrana, levando  a um bloqueio indireto dos Cav, 

consequente diminuição de [Ca2+]c e relaxamento uterino (Ledoux et al., 2006). 



 

Desta forma podemos sugerir que FGAL pode estar atuando em 

útero de rata através de uma modulação positiva de canais KCa, mais 

especificamente os KATP , KV,  SKCa e BKCa, o que poderia levar a uma 

repolarização de membrana das células musculares de útero de rata, 

consequentemente redução do influxo de Ca2+ via CaV , reduzindo assim a [Ca2+]c 

e produzindo relaxamento deste órgão. 

O relaxamento da muscultura lisa pode ocorrer também devido a 

uma modulação positiva dos canais de K+ pela proteína cinase dependente de 

AMPc (PKA) ou proteína cinase dependente de GMPc (PKG). Entre os canais de 

K+ modulados positivamente pela PKA destaca-se os Kv, BKCa, KATP e Kir. Outros 

ensaios farmacológicos mostram que a PKG pode modular positivamente os BKCa 

e os KATP. Essa modulação promove abertura desses canais, com conseqüente 

efluxo do íon K+ e hiperpolarização a qual leva ao bloqueio de Cav e, portanto, 

relaxamento do músculo liso (KO et al., 2008). 

Dessa forma, um aumento nos níveis de AMPc e GMPc promove 

relaxamento do músculo liso (KOMAS, N.; LUGNIER, C.; STOCLET, J-C, 1991). 

Na maioria dos tecidos, as concentrações e, portanto, as ações desses 

nucleotídeos cíclicos são reguladas por enzimas chamadas de fosfodiesterases 

(PDEs). 

As fosfodiesterases (PDEs) estão amplamente distribuídas em 

vários tecidos de mamíferos, incluindo o músculo liso uterino, sendo distribuídas 

em 11 famílias distintas (PDE1-11) e tendo como função a hidrólise do AMPc 

(3',5'-monofosfato cíclico de adenosina) e do GMPc (3',5'-monofosfato cíclico de 

guanosina) resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o 5’-GMP, que não 

mais são capazes de ativar, respectivamente, a PKA (proteína cinase dependente 

de AMPc) e a PKG (proteína cinase dependente de GMPc), 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 a um acúmulo do conteúdo total desses nucleotídios 

(BENDER; BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006).  

Para confirmar ou descartar esta hipótese de que as PDEs possam 

estar envolvidas no efeito relaxante induzido por FGAL em útero isolado de rata, 

lançou-se mão de um conhecido inibidor das PDEs, a aminofilina (HIRSH et al., 



 

2004), e observou-se que a aminofilina não promoveu potencialização do efeito 

relaxante de FGAL (Gráfico 9).  

Desta forma, o fato do efeito tocolítico de FGAL não ter sido 

potencializado pela presença de aminofilina pode indicar que os nucleotídios 

cíclicos não estão envolvidos no mecanismo de ação tocolítico de FGAL em útero 

isolado de rata.  

Diante dos resultados apresentados aqui podemos concluir que, em 

nível funcional, o mecanismo de ação para explicar o efeito tocolítico do 

flavonoide em útero isolada de rata se dá por uma modulção positiva de canais 

para potássio sensíveis ao ATP (KATP), canais para potássio sensíveis à voltagem 

(Kv) e canais para potássio sensíveis ao cálcio (KCa), especificamente os SKCa e 

os BKCa,que culmina no bloqueio indireto dos canais de cálcio sensíveis à 

voltagem (CaV) diminuindo assim o influxo de Ca2+ levando o útero ao 

relaxamento. Ainda faz-se necessárias futuras investigações para a obtenção de 

uma visão total do mecanismo de ação pelo qual FGAL exerce seu efeito 

tocolítico. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 

No estudo do efeito tocolítico do flavonóide 3,6 dimetil éter (FGAL), 

isolado das partes aéreas de Piptadenia stipulaceae Benth Ducke, visando 

elucidar o mecanismo de ação em útero isolado de rata, pode-se concluir que: 

 

a) FGAL não está agindo diretamente em nível de receptor de 

ocitocina para produzir efeito tocolítico;  

 

b) FGAL não está bloqueando diretamente sobre os canais de cálcio 

dependentes de voltagem para produzir efeito tocolítico; 

 

c) Os nucleotídios cíclicos não estão envolvidos no efeito tocolítico 
de FGAL; 
 

d) FGAL modula positivamente os canais para potássio do tipo KATP, 

KV, SKCa e BKCa, o que indiretamente reduziria o influxo de Ca2+ através dos CaV  

com consequente relaxamento; 

 

e) Não se podem descartar outras vias de sinalização que ainda não 

foram investigadas. 
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7 PERSPECTIVAS 
 

 

7.1 Em estudos funcionais: 

 

1. Avaliar o grau de participação dos canais de potássio no efeito tocolítico 

produzido por FGAL através da incubação simultânea de vários bloqueadores 

desses canais; 

 

2. Investigar a participação da PKA e/ou PKC no efeito tocolítico produzido por 

FGAL por meio de inibidores seletivos dessas enzimas; 

 

3. Investigar um possível efeito tocolítico e elucidar o mecanismo de ação de 

FGAL em ratas grávidas. 

 

 

7.2 Em estudos celulares e moleculares: 

 

1. Avaliar se FGAL interfere com o ciclo celular em miócitos uterinos de rata, 

através da técnica de citometria de fluxo;  

 

2. Verificar se FGAL interfere com a [Ca2+]c em miócitos uterinos de rata, 

através de técnicas fluorimétricas; 

 

3. Avaliar o efeito de FGAL nas correntes de Ca2+ utilizando a configuração 

“whole-cell” da técnica de patch-clamp em miócitos de útero de rata; 

 

4. Investigar o efeito de FGAL nas correntes de K+, utilizando a configuração 

“cell-attached” da técnica de patch-clamp em miócitos uterinos de rata; 

 

5. Realizar todos os procolos tanto em ratas grávidas como em ratas não 

grávidas para posterior comparação de resultados. 
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7 ANEXO 

 

ANEXO A –  Certidão do Comitê de Ética em Pesquisa Animal – CEPA Nº 

0303/11 

 

 

 




