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RESUMO

Das cascas do caule da Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (Annonaceae),
conhecida popularmente como “pimenteira da terra” foi isolado o diterpeno acido
ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico (traquilobano-360) que sofreu uma modificacédo
estrutural do grupo acetoxi pelo hidroxi gerando o &cido ent-7a-hidroxitraquiloban-
18-6ico (traquilobano-318). O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
comparativo de uma possivel atividade espasmolitica dos diterpenos em aorta de
rato, Utero de rata, traquéia e ileo de cobaia. Foram realizadas medidas de
contracdes isotbnicas e isométricas e do calcio citosolico. Em aorta de rato e
Utero de rata nenhum dos diterpenos promoveu efeito espasmolitico significante
até a concentracdo de 10® M. J4 em traquéia de cobaia, apenas o
traquilobano-318 relaxou este o6rgdo pré-contraido com carbacol (CCh) na
presenca e na auséncia de epitélio funcional, de maneira equipotente, sugerindo
um possivel efeito direto no musculo liso traqueal e que a modificagdo estrutural
foi essencial para o efeito relaxante neste 6rgdo. Por outro lado, em ileo de
cobaia, ambos os diterpenos inibiram as contracdes fasicas induzidas por CCh ou
por histamina. No ileo pré-contraido com KCI, CCh ou histamina os diterpenos
induziram relaxamento e este efeito ndo se da por antagonismo competitivo dos
receptores histaminérgicos, o que foi confirmado pelo desvio das curvas
cumulativas induzidas pela histamina para a direita com reducéo dos Enax. Como
0 componente tonico da contracao induzida por KCI, CCh ou histamina € mantido
principalmente pela abertura dos Cay, hipotetizou-se que os traquilobanos
poderiam estar agindo sobre estes canais. Hipdtese confirmada com a
observacdo de que ambos diterpenos antagonizaram as contra¢des induzidas por
CaCl, em meio despolarizante sem Ca?* além de relaxarem o ileo pré-contraido
por S-(-) Bay K 8644, agonista dos Ca,1 (CEs;=3,5+0,7x10°e5,5+0,3x 107
M, respectivamente) confirmando assim que o subtipo de Ca, envolvido é o
Ca,1.2. Para investigar a participacdo dos canais para K' no efeito dos
diterpenos, observou-se que as curvas de relaxamento do traquilobano-360
(CEso=0,5+0,04 x 10*M) e do traquilobano-318 (CEsx=2,0 £ 0,5 x 10 M)
foram significantemente desviadas para a direita na presenca de 5 mM de TEA®,
bloqueador n&o seletivo dos canais para K', sugerindo a participacdo destes
canais no efeito dos diterpenos. O efeito do traquilobano-360 parece nao envolver
os subtipos de canais para K" (Katp, SKca, Ky € BKca,) uma vez que o
relaxamento ndo foi alterado na presenca dos bloqueadores destes canais.
Entretanto, o efeito do traquilobano-318 parece envolver a ativacdo dos canais do
tipo Katp, SKca € Ky mas ndo dos BKc,, fato este evidenciado pelos desvios da
curva de relaxamento para direita na presenca dos bloqueadores de canais para
K* como glibenclamida, apamina e 4-AP, respectivamente. Estes resultados
sugerem que a modificagdo estrutural foi essencial para esses efeitos
diferenciados, mas nao para o envolvimento da via dos nucleotidios ciclicos, uma
vez que na presenca da aminofilina as curvas de relaxamento dos traquilobanos
nao foram alteradas. Os dois diterpenos reduziram a intensidade de fluorescéncia
em midcitos intestinais de ileo de cobaia estimulados por histamina em
conseqiiéncia da reducdo da [Ca*]., 0 que explica os efeitos espasmoliticos
destes diterpenos em nivel funcional.

Palavras-chave: Xylopia langsdorfiana, traquilobano-360, traquilobano-318, acao
espasmolitica, calcio.



Partipation of cytosolic calcium in spasmolytic action of ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic acid
and its hidroxylated derivated on guinea-pig ileurp2

SANTOS, R. F.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, LTF/CCS/UFPB (2010)

ABSTRACT

From the stem bark of Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (Annonaceae),
popularly known as “pimenteria da terra”’, was isolated the diterpene ent-7-a-
acetoxytrachyloban-18-oic acid (trachylobane-360) from which it was made a
structural modification in which the acetoxy group was substituted by hydroxy
generating the ent-7a-hidroxitrachyloban-18-oic acid (trachylobane-318). How
there are some reports that show spasmolytic activity of some diterpenes, we
aimed to investigate this activity on male rat aorta, rat uterus, guinea-pig trachea
and ileum. On rat aorta and rat uterus nor trachylobane-360 or its derivative
trachylobane-318 promoted significant spasmolytic effect until the concentration of
10™ M. However on guinea-pig trachea, only the derivative relaxed this organ pre-
contracted with carbachol (CCh) in the presence (ECso=3.30.9+ 0.4 x 10° M)
and absence (ECso=3.5+x 10> M) of functional epithelium, in a equipotent
manner, suggesting a possible direct effect on tracheal smooth muscle and that
the structural modification was essential for the relaxant effect in this organ. On
the other hand, on guinea pig ileum, both diterpenes inhibited the phasic
contractions induced by CCh or histamine. When the ileum was pre-contracted
with KCI, CCh or histamine, the diterpenes induced relaxation and this effect is not
by competitive antagonism of histamine, which was confirmed by the shifted of the
cumulative curves to histamine to the right, in a non-parallel manner with reduction
of the maximal effect (Emax). How the tonic component of contraction induced by
KCI, CCh or histamine is maintained mainly by the opening of Cay,, we
hypothesized that the trachylobanes could be acting on these channels. The
hypothesis was confirmed with the observation that both diterpenes antagonized
the CaCl,-induced contractions in depolarizing Ca**-free solution also relaxed the
ileum pre-contracted by S-(-) Bay K 8644, an Ca,/J agonist
(ECs0=3.5+0.7 x10° e 5.5+ 0.3 x 10 M, respectively) confirming that the Ca,
subtype involved is the L-type (Ca,l1.2). To investigate the involvement of K*
channels to the effect of diterpenes as observed that the relaxation curves of
trachylobane-360 (ECso = 0.5 + 0.04 x 10 M) and trachylobane-318
(ECso = 2.0 £ 0.5 x 10 M) were significantly shifted to the right in the presence of
5mM TEA®, a non-selective channel blocker for K*, suggesting involvement of
these channels in the effects of diterpenes. The effect of trachylobane-360
appears to involve the subtypes of K* channels (Katp, SKca, Ky and BKca,) since
the CEsp have not changed in the presence of blockers of these channels.
Interestingly the effect of trachylobane-318 appears to involve the activation of the
channel type Katp, Ky and SKca but not BKc,, evidenced by shifts from the
relaxation curves to the right in the presence of K* channels blockers as
glibenclamide, apamin and 4-AP, respectively. These results all together suggest
that the structural change was essential for these differentiated effects, but not for
the involvement of the cyclic nucleotides pathway, since that in the presence of
aminophylline the relaxation curves of trachylobanes were not modified. Both
diterpenes reduce the intensity of fluorescence on intestinal myocytes of guinea-
pig ileum stimulated by histamine which reflect reduction of [Ca®*]., what would
explain the spasmolytic effects of these diterpenes in functional level.

Keywords: Xylopia langsdorfiana, trachylobane-360, trachylobane-318,
spasmolytic action, calcium.
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PIP,
PKA
PKG
PLC
RhoA
ROK

RS

receptores acoplados a proteina G
trisfosfato de guanosina

iberiotoxina

1,4,5-trisfosfato de inositol

canais para potassio sensiveis ao ATP

canais para K dependentes de voltagem

Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof.

Fernandes de Medeiros”
concentracdo molar (mols/L)

cadeia leve da miosina

cinase da cadeia leve da miosina
fosfatase da cadeia leve da miosina

subunidade 1 condutora da fosfatase da miosina

17

Delby

logaritmo negativo (na base 10) da concentracdo do

antagonista que reduz a 50% uma resposta maxima do

agonista
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
proteina cinase A

proteina cinase G

fosfolipase C

peguena proteina ligante de GTP
cinase dependente de RhoA

reticulo sarcoplasmatico
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S-(-)-Bay K 8644 1 ,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-piridina

carboxilico &cido metil éster

SKca canais para K* de pequena condutancia ativados por Ca**
TEA* jon tetraetilamonio
UFPB Universidade Federal da Paraiba

OBS: as abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relacdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convencfes adotadas

universalmente.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos
antigos. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagcdo dos produtos naturais. A
historia do desenvolvimento das civilizacbes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e
em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-
romana e Chinesa, esta ultima desenvolveu-se com tal grandiosidade e eficiéncia
gue até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados na
busca pelo entendimento de seu mecanismo de acdo e no isolamento dos
principios ativos (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de varias enfermidades. Sua aplicacdo é vasta e abrange desde o
combate ao cancer até os microrganismos (SILVA; CARVALHO, 2004; CALIXTO,
2000). As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios
farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica, como a emetina, a
vincristina, a colchicina, a rutina. A cada momento séo relacionadas na literatura
novas moléculas, algumas de relevante acédo farmacolégica como a forscolina, o
taxol e a artemisinina (, 1998).

Como emprego medicinal poder-se-ia citar centenas de exemplos,
porém alguns séo classicos como é o caso da Papaver somniferum L. conhecida
por papoula onde o componente majoritario € a morfina, substancia
hipnoanalgésica utilizada até hoje para o combate das dores terminais. Outro
exemplo é o da Digitalis purpurea L. e a Digitalis lanata Ehr., de onde extraem-se
glicosideos cardioténicos, sendo os mais utilizados CECHINEL FILHO a digitoxina
e a digoxina (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

No Brasil 20 % da populacdo consome 63 % dos medicamentos
alopéticos, o restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente as
plantas, uma fonte alternativa de medicamento. Nos anos 70, nenhuma das

grandes companhias farmacéuticas mundiais mantinha programas nesta linha e
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atualmente isto tem mudado. Dentre os fatores que tém contribuido para um
aumento nas pesquisas esta a comprovada eficacia de substancias originadas de
espécies vegetais como os alcaloides da vinca, com atividade antileucémica, ou
do jaborandi, com atividade antiglaucoma, ambos ainda considerados
indispensaveis para o tratamento e por muitas plantas serem matéria-prima para
a sintese de novos farmacos (FOGLIO et al., 2006).

Cerca de 50 % dos medicamentos utilizados sé&o de origem sintética
e cerca de 25 % de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese
Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e dos processos
biotecnolégicos, cerca de 25 % dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originarios de plantas, oriundos de nada mais do que 90
espécies, na utilizacdo na terapia moderna. No entanto, durante os ultimos 20
anos, os farmacos de origem natural que apareceram no mercado sdo quase que
na totalidade, oriundos das pesquisas cientificas de paises como China
(CALIXTO, 2000).

O uso da fitoterapia na pratica médica vem crescendo visivelmente.
Em uma época em que as exigéncias de seguranca, eficacia e qualidade,
estabelecidas pelas agéncias regulamentadoras tornaram-se cada vez mais
rigidas, a entrada dos fitoterapicos no mercado deve estar vinculada aos estudos
cientificos necessarios para que a populacdo tenha acesso a uma terapia
alternativa de qualidade, a qual ndo é tdo econ6mica quanto se pensa, Visto que
exige um razoavel investimento em pesquisas (PUPO; GALLO, 2007).

Além disso, o Programa Nacional de Plantas

Medicinais e Fitoterapicos publicou, em janeiro de 2009, a Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS). Nessa
lista, constam as plantas medicinais que apresentam potencial para gerar
produtos de interesse ao SUS. Considerando que o uso de plantas é pratica
prevalente em ampla faixa populacional brasileira, uma série de outras plantas
poderdo vir a ser incluidas no RENISUS a partir do relato do uso freqiente na
medicina popular. Assim, é evidente a necessidade de pesquisas que avaliem as
potencialidades farmacoldgicas dessas plantas para que possam ser indicadas

para uso na rede publica de saude (BRASIL, 2009).
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Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda ndo tem estudos
aprofundados mesmo o Brasil sendo um vasto celeiro de moléculas a serem
descobertas. Desta forma, considera-se este um fator de grande incentivo ao
estudo com plantas, visando sua utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos
(FOGLIO et al., 2006).

1.2 A familia Annonaceae e 0 género Xylopia

Na flora mundial, a familia Annonaceae é uma das maiores da
classe Magnoliid possuindo 128 géneros e aproximadamente 2300 espécies com
distribuicdo pantropical (KESSLER, 1993). No Brasil, a familia Annonaceae possui
26 géneros e 260 espécies (MAAS et al., 2001), dentre os quais se inclui o género
Xylopia, que possui aproximadamente 160 espécies (TAKAHASHI et al., 2001).
No estado da Paraiba ha 7 géneros de Annonaceae e 12 espécies de Xylopia
(PONTES et al., 2004).

Algumas espécies de Xylopia apresentam usos na medicina popular,
como por exemplo, os frutos de Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich que sao
usados como carminativo, tbnico pos-parto, para problemas estomacais, no
tratamento de bronquite, em problemas biliares e disenteria (IWU, 1993), assim
como para o tratamento da malaria (ETKIN, 1997). As sementes de Xylopia
frutescens Aubl. sdo usadas no Brasil como agente antimicrobiano e contra
reumatismo, entre outros usos (MELO et al.,, 2001). Atividades leishmanicida e
tripanossomicida ja foram relatadas anteriormente para Xylopia aromatica (Lam.)
Mart. (OSORIO et al., 2007).

Diversas classes de metabdlitos secundéarios tém sido encontradas
em varias espécies do género Xylopia, das quais se destacam as acetogeninas
(COLMAN-SAIZARBITORIA et al., 1994; COLMAN-SAIZARBITORIA et al., 1995;
ALFONSO et al., 1996), sesquiterpenos, alcaldides (MARTINS et al., 1998),
flavondides (SANTOS; SALATINO, 2000), terpendides, estes tendo uma
importancia tanto para a sobrevivéncia das espécies de Xylopia como
propriedades biolégicas benéficas para os humanos (AHARONI et al., 2005),
possuindo ainda um papel nutricional, como por exemplo o a- e B-carotenos, e
medicinal como os retindides (WAGNER; ELMADFA, 2003). Estes terpendides
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podem ser ainda divididos em monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos e tetraterpenos (AHARONI et al., 2005), porém dentre estas classes
acredita-se que os diterpenos, como por exemplo, labdanos, cauranos, caurenos
e traquilobanos (HASAN et al., 1982; VILEGAS et al., 1991; MARTINS et al.,
1999; MELO et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; TAVARES et al., 2006) sejam o0s
marcadores quimicos do género Xylopia (VILEGAS et al., 1991).

Ha relatos de varias espécies de plantas, dentre elas as do género
Xylopia, que contém diterpenos, aos quais sdo atribuidas algumas atividades
biologicas, como exemplo tem-se o &cido caurendico, encontrado nas sementes
de Xylopia frutescens eficaz contra o protozoario Trypanasoma cruzi, in vitro, bem
como contra cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina (MELO et
al., 2001), ainda mostrou atividade antimicrobiana e antiinflamatoria (JENETT-
SIEMS et al., 1999). Os acidos caurendico, diidro-caurendico e xilépico isolados
de Xylopia aethiopica e Alepidea amatymbica tém demonstrado atividade
hipotensora, bradicardica e diurética em ratos (SOMOVA et al.,, 2001). Os
labdanos ent-13-epi-12-a-acetoxi-manoil e ent-8-alfa-hidroxi-labda-13(16),14-
dieno que possuem atividade antiinflamatéria (DE LAS HERAS et al., 1994); o
acido 15,16-bisnor-13-oxolabda-8(17),11E-dien-19-oico que possui atividade
antiviral e antitumoral (TANAKA et al., 2000); jatrofone que possui atividade
vasorelaxante em aorta de rato (DUARTE et al., 1992) e antiespasmddica em
Utero isolado de rata (CALIXTO; SANT'ANA, 1990); a 13-epi-9-dideoxiforscolina
qgue possui atividade anti-hipertensiva em ratos (TANDON et al., 1992); a
forscolina (FSK) e a 1,9-dideoxiforscolina que possuem atividade anti-
espasmaodica em utero de rata (VEDERNIKOV et al., 2000), vasorelaxante aorta
de rato (ABE; KARAKI, 1992) e atividade relaxante em traquéia de cobaia
(CHANG et al., 1984; DEVILLIER et al., 2001).

1.3 A espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul.

A espécie Xylopia langsdorfiana A. St. - Hil. & Tul., (Figura 1) é uma
arvore 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 (CORREA, 1984). Da fase hexanica
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obida do extrato etandlico bruto das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana foi
isolado um diterpeno da classe dos labdanos, identificado como sendo o &cido
8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico (labdano-302) que mostrou efeito espasmolitico
em utero isolado de rata e ileo isolado de cobaia, bem como efeito relaxante em
traquéia isolada de cobaia e aorta isolada de rato (RIBEIRO, 2003). Em traquéia
de cobaia, o efeito relaxante do labdano-302 envolve a ativacdo dos canais para
K* de grande condutancia sensiveis ao Ca** e voltagem (BKc,) e da proteina
cinase dependente de AMP. (PKA), sem a aparente participacdo do AMPc. Em
aorta de rato, o0 mecanismo pelo qual o labdano-302 promove relaxamento se da
pela ativacdo de canais para potassio dos tipos Ky e K além da ativacdo da via
de sinalizacdo AMPc-PKA e bloqueio dos Cay do tipo L. O labdano-302 ainda
reduz as correntes de K através dos Ky1.3, expressos heterologamente em
células de fibroblastos de camundongo da linhagem L929, sendo este efeito
provavelmente dependente da fosforilagao dos Ky 1.3 via PKA (RIBEIRO, 2007)

Além disso, o labdano-302 também possui atividade hipotensora e
taquicardica reflexa em ratos normotensos nao anestesiados e efeito
vasorelaxante em artéria mesentérica superior de ratos (OLIVEIRA et al., 2006).
Em ileo de cobaia, a acdo espasmolitica de labdano-302 da-se por modulacao
positiva dos canais para K*, o que indiretamente blogueia o influxo de Ca?'
através dos Cay (MACEDO, 2008). Em utero isolado de rata, o labdano-302
exerce seu efeito tocolitico por modulacéo positiva dos canais para potassio de
pequena condutancia sensiveis ao calcio (SKca) além da participacdo de
fosfodiesterases (PDEs) (TRAVASSOS, 2010).
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Fonte: Fernando A. C. Viana

Figura 1 - Foto de Xylopia langsdorfiana A. St.- Hil. & Tul. (A); detalhes da folha e
da flor (B).

Os diterpenos do tipo traquilobano constituem uma classe de
metabalitos secundarios bastante raros na natureza e pouco estudados. Block e
colaboradores (2004) relataram atividade apoptética em células leucémicaas
promielociticas humanas apresentada pelo ent-traquiloban-3p-ol, isolado das
folhas de Croton zambesicus. Foram ainda relatadas para os diterpenos do tipo
traquilobano atividades citotéxica e antimicrobiana (LI et al., 2005), relaxante em
aorta de rato (BACELLI et al., 2005) e citotoxica em células leucémicas humanas
(SILVA et al., 2005; TAVARES et al.,, 2006). Recentemente cinco diterpenos
foram isolados do extrato de Trewia nudiflora (Euphorbiaceae) (WU; LU; SHEN,
2009), incluindo trés novos diterpenos do tipo traquilobanos, o acido (3z)-3-
hidroxi-ent-traquilonano-17,19-di6ico, 19-metil éster; o acido ent-traquilonano-

17,19-didico, 19-metil éster e o acido , ent-traquilonano-17,19-didico, e dois
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diterpenos do tipo atisano ja relatados na literatura, séo eles o acido (16w)-16,17-
diidroxi-ent-atisan-19-6ico metil éster, e o acido 17-hidroxi-ent-atisan-19-6ico metil
éster. Esses diterpenos mostraram atividade antibacteriana. (WU; LU; SHEN,
2009).

Outro diterpeno da classe dos traquilobanos, foi isolado da fase
hexéanica do extrato etandlico bruto das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana
e identificado como acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico, codificado como
traquilobano-360 (Figura 2A). Este diterpeno trata-se de uma substancia cujas
propriedades farmacoldgicas até entdo sdo muito pouco conhecidas, porém ha
relatos de seu efeito antitumoral em células leucémicas (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
antinoceptiva no modelo de contorcdo abdominal em camundongos Swiss
(CUPERTINO-SILVA et al., 2006).

A partir do traquilobano-360 foi feita uma modificagdo estrutural na
posicdo 7 do grupo acetato de etila através de uma reacdo de desacetilacdo
gerando um grupo hidroxi, o qual foi identificado como sendo o acido ent-7a-
hidroxitraquiloban-18-6ico (traquilobano-318, Figura 2B), e que até entdo
apresentou atividade antitumoral em células de sarcoma 180 (PITA et al., 2009).
Da espécie Xylopia langsdorfiana pode ser isolado o traquilobano-318, porém,
devido ao baixo rendimento na obtencdo deste diterpeno, torna-se mais viavel a

sua obtencéao por sintese a partir do traquilobano-360.

(A) (B)
Figura 2 - acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico (A) ou &acido ent-7a-

hidroxitraquiloban-18-6ico (B).
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1.4 Contragéo e relaxamento da musculatura lisa

O masculo liso € um mauasculo involuntario que se encontra nas
paredes de 6rgdos ocos, tais como 0s vasos sanguineos, bexiga urinaria, trato
respiratério, ductos biliares, ureteres, Utero e trato gastrointestinal. Esse tipo de
musculo tem a funcdo de impulsionar sangue, urina, esperma, bile, o contetdo do
trato gastrointestinal bem como o do atero.

Ha& um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente
de plantas ou seus derivados que atuem sobre a musculatura lisa, pois o musculo
liso é agora visto como um excelente modelo de investigacdo de vias de
sinalizacdo celular devido a enorme variedade de células do musculo liso
encontrado (WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

O ion célcio age como um segundo mensageiro e é responsavel por
muitos processos intracelulares através de ligacbes a sitios especificos em
proteinas de ligacéo ao Ca®". A calmodulina é a mais conhecida destas proteinas,
com alta afinidade pelo Ca*". As proteinas da familia S100 (S100A1, S100A4,
S100A6 e S100A10) que sao pequenas proteinas acidas com peso molecular de
11 kDa (HEIZMANN, 1991) também tem afinidade pelo Ca** no musculo liso e
estdo envolvidas na regulacdo de diferentes mecanismos de sinalizacdo
intracelular dependentes de calcio (DONATO, 1999; DONATO, 2001; HEIZMANN,
1991).

No mdasculo liso um aumento na concentracdo de calcio
citoplasmatico ([Ca®']
na proliferacdo celular no musculo liso (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A

regulagéo funcional da [Ca**]., para dar inicio a uma resposta contratil no misculo

c) € 0 que dispara a contracao e esta igualmente envolvido

liso depende de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o
acoplamento eletromecénico, que esta envolvido com a mudanga do potencial de
membrana e o0 acoplamento farmaco-mecéanico, que acontece quando a
contracdo promovida por um agonista € maior que a observada s6 com a
mudanca do potencial de membrana (Vm) (REMBOLD, 1996).

O que dispara a contracado do musculo liso € inicialmente o aumento
da [Ca®']. (SOMLYO; SOMLYO, 1994), seja pela liberacdo de Ca** dos estoques
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Bexiga
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intracelulares ou pela entrada deste fon através de canais para Ca®’" na
membrana plasmética (THORNELOE; NELSON, 2005). Enquanto a liberacdo de
Ca®* dos estoques intracelulares, mediada por ativacdo através do uso de
agonistas como a histamina, acetilcolina entre outros, contribui para o inicio do

desenvolvimento da for¢a de contracéo.

O reticulo sarcoplasmatico (RS) representa a principal fonte de Ca**
intracelular, onde a liberacdo de Ca®* desta organela é principalmente decorrente
da ativacdo de receptores de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3R), que séo canais
para Ca** ativados pelo IP3, e também pelos receptores de rianodina (RyR), que
sdo canais para Ca** que sdo ativados pelo préprio Ca**, ambos receptores
permitem a liberacdo de Ca®" do R.S. para o citosol aumentando a [Ca®'].
(DELLIS et al., 2006). O IP; responsavel pelo aumento na [Ca®']. provém da
ativacdo de GPCR, sobretudo aqueles acoplados as proteinas Gq ou Gi1, cujas
suas subunidades o ativam a fosfolipase C (PLC) e conseqliente promovem
hidrolise de fosfolipidios presentes ha membrana produzindo o IP3 e diacilglicerol
(DAG) (Figura 3) (PAYNE et al., 1986; BERRIDGE, 2005). Exemplos de
receptores acoplados as proteinas Gy ou Gii; que promovem contragdo na
musculatura lisa da aorta e na traquéia, como representantes dos sistemas
vascular e repiratério, incluem o receptor oj-adrenérgico e Ms-muscarinico,
respectivamente (FOORD et al., 2005). J4 os RyR sdo ativados pelo Ca?'
previamente liberado via IPsR num processo denominado de liberacdo de Ca?*
induzida pelo Ca?* (CICR) (MCHALE et al., 2006).
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Figura 3 — Esquema da via da fosfolipase C (PLC).

J& a manutencao desta contracdo depende absolutamente do influxo
sustentado de Ca®* através de canais na membrana plasmatica (SOMLYO;
SOMLYO, 1994), bem como do balangco entre os processos de fosforilagdes e
desfosforilac6es observados na via alternativa que contribui para a contragao no

musculo liso, a modulacdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP).

Esse mecanismo se da a partir da pequena proteina G (RhoA) e o
seu alvo Rho cinase (ROCK) que desempenham um papel importante na
regulacdo da atividade da MLCP. A MLCP consiste em 3 subunidades: uma
catalitica, PP1c; uma regulatéria, MYPT1 e outra de 20 kDa de fungdo ainda
desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK, uma cinase de
serina/treonina, fosforila a subunidade de ligacdo da miosina da MLCP, inibindo a
sua atividade e, assim, promovendo o estado fosforilado da MLC. Inibidores
farmacolégicos da ROCK, como o Y-27632, bloqueiam a sua atividade por
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competir com o sitio de ligagcdo do ATP na enzima (UEHATA, 1997; CHITALEY;
WEBER; WEBB, 2001).

A inibicdo da MLCP ¢ iniciada pela ativacdo da RhoA, dependente
das proteinas G heterotriméricas Giz13 € Gg, via um pequena proteina G
associada a um fator de troca de nucleotidios 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 (ROCK) e uma fosfolipase D (PLD) especifica
para fosfatidilcolina, liberando acido fosfatidico que € desfosforilado a diacilglicerol
(DAG) levando a ativacdo sustentada da proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997;
MURTHY, 2006). A ativacdo da PKC pode resultar da ativagdo, dependente de
Gg1, da fosfolipase C (PLC) que forma DAG a partir da hidrolise do 4,5-bisfosfato
de inositol (PIP;). A ROCK e a PKC agem isoladas ou cooperativamente para
inibir a atividade da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2000). Embora a ROCK fosforile
diretamente a MLC (TOTSUKAWA et al.,, 2000), sua agédo principal na
sensibilizacdo ao calcio parece ser a inibicdo da MLCP, esta acdo se da pela
fosforilacdo direta dos residuos de Thr®®® e Thr®>* da subunidade regulatéria da
fosfatase da miosina (MYPT1) (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK pode
também ativar uma proteina cinase independente de Ca**, mais conhecida como
proteina cinase de interacdo “zipper”’ (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a
MLC, no entanto seu alvo principal é o residio de Thr®® da MYPT1 o qual é
fosforilado inibindo a acdo da MLCP (MURTHY, 2006). A PKC pode fosforilar o
residuo de Thr*® da proteina inibitéria endégena CPI-17, aumentando assim sua
poténcia inibitéria sobre a subunidade catalitica da MLCP (PP1c) por mais de
1000 vezes, inibindo assim a acdo da MLCP (Figura 4.) (SOMLYO; SOMLYO,
2003; MURTHY, 2006).
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CONTRACAO
SUSTENTADA

Adaptado de MURTHY, 2006

Figura 4 - Sinalizacdo por receptores acoplados a proteina G durante a fase
sustentada da contracdo. A fosforilacdo da MLC20 e a contracdo do musculo sdo
iniciadas por ativagdo da RhoA iniciando duas vias envolvendo a ROCK e PKC
gue culminam com a inibicdo da MLCP, mantendo assim a contracdo sustentada.
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N&o importando a fonte, o Ca** quando em quantidades elevadas no
meio intracelular liga-se a CaM formando um complexo [(Ca?");-CaM] que ativa a
cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo [(Ca?*),;-CaM-MLCK]
constitui a forma ativa da MLCK, que tem como funcéo fosforilar a cadeia leve da
miosina (MLC), e esta fosforilagdo permite o desencadeamento do mecanismo de
ciclizacdo das pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina
favorecendo um deslizamento entre estes filamentos, com o consequente
desenvolvimento da contracdo (SOMLYO; SOMLYO, 1994; SOMLYO; SOMLYO,
2003).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil através do
acoplamento eletromecéanico sdo devido a uma despolarizacdo de membrana
diretamente pelo aumento da concentracdo extracelular de K* ([K']e) ou
indiretamente pela ligacdo dos agonistas aos seus receptores levando a abertura
dos Cay, causando aumento de [Ca®']. e, conseqiientemente, a contracdo
(REMBOLD, 1996).

Os mecanismos farmaco-mecanicos da contracdo incluem (1)
aumento de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) por ligacdo do
agonista com o receptor ativando o sistema efetor proteina Gy11-PLC. O IP3 liga-
se a um receptor de IP; permitindo a liberacdo de Ca** dos estoques
intracelulares que favorecerd a formacdo do complexo Ca**,-CaM disparando o
inicio do mecanismo contratil (REMBOLD, 1996); (2) aumento do influxo de Ca?*
através da abertura do canal Ca,-L por um mecanismo que nao envolve mudanca
no potencial de membrana e (3) liberacdo do Ca®" induzida por Ca** através de
receptores de rianodina (sensiveis a cafeina) presentes na membrana do RS
(KOMORI et al., 1995).

Sendo o aumento na [Ca®]. o sinal que leva & contracao,
consequentemente seu relaxamento se da por diminuicdo dos niveis deste ion no
citosol (SOMLYO et al., 2004). Esta diminuicdo na [Ca*"]. pode se dar por um
mecanismo eletromecanico, caracterizado pela repolarizacao (ou
hiperpolarizacdo) da membrana, ou pelo mecanismo farmaco-mecanico, que se
da pela ativacao de receptores de membrana e inibicdo das vias bioquimicas que
levam a contragcdo (WOODRUM; BROPHY, 2001).
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O acoplamento eletromecéanico de relaxamento envolve a abertura
de canais para K', que neste contexto, desempenham um papel chave na
regulacdo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo que a
contracdo no musculo liso depende do balanco entre 0 aumento da condutancia
ao K*, levando a uma hiperpolarizacdo, enquanto a diminuicdo de sua
condutancia levaria a uma despolarizagcéo (KNOT et al., 1996).

Os canais para calcio sensiveis a voltagem (Cay) sdo complexos
protéicos formados por 4 ou 5 subunidades distintas: a subunidade a4, que é a
maior delas e constitui 0 poro do canal, além de possuir o sensor de voltagem que
controla sua abertura; a subunidade o, que esta ligada a subunidade y por uma
ponte de dissufeto e a subunidade B que é intracelular. Essa familia de canais
para Ca®* possui 10 membros, classificados segundo sua sequiéncia primaria de
aminoacidos e suas funcdes fisioldgicas. Segundo suas caracteristicas funcionais
os Cay séo classificados como: os Cay-L (Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 e Cayl.4), onde
o “L” vem do inglés “large”, indicando que estes canais necessitam de uma
grande variacdo no Vm para serem ativados, sendo estes os principais Cay
envolvidos na contracdo muscular; os Cay-P/Q (Cay2.1); os Cay-N (Cay2.2); os
Cay-R (Cay2.3) e os Cay-T (Cay3.1, Cay3.2 e Cay3.3) (CATTERALL et al., 2005).

A atividade dos canais para potassio constitui um mecanismo
essencial na regulacdo do potencial de membrana das células musculares lisas,
sendo um determinante importante do tonus destes musculos.

Os canais para K" conduzem ions K' através da membrana
plasmatica a favor de seu gradiente eletroquimico, que normalmente constitui
uma corrente de saida, no sentido do meio intracelular para o meio extracelular. A
conducdo ao K' determina varios processos celulares incluindo controle do
volume celular, secrecdo hormonal e controle da formacdo e propagacdo de
sinais elétricos em células excitaveis (MACKINNON, 2003).

Sabe-se, até o momento, que em células da musculatura lisa, ha
pelo menos quatro diferentes familias de canais para K* identificados. Esses
incluem os Katp, 0S Kca, 0S Ky € 0s Ky (NELSON; QUAYLE, 1995). Dentre estas
familias de canais para K*, a repolarizacdo ou hiperpolarizacdo de membrana
ocorre devido, principalmente, a ativacdo dos Ky, em decorréncia a
despolarizacdo de membrana, e a ativacdo dos Kc,, que sao ativados quando a
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[Ca®*]. se eleva na ordem de uM (LEDOUX et al., 2006). A ativacéo destes canais
tem como conseqiiéncia uma reducéo no influxo de Ca** através da inibicéo dos
Cay 0 que causa uma reducéo dos [Ca®]. (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 2006)
levando o musculo ao relaxamento.

Os canais para K* de grande condutancia sensiveis ao calcio (BKca)
sao assim denominados devido a sua alta condutancia (130-300 os) (LATORRE,
1989). Esses canais sdo amplamente distribuidos nos neurbnios (MAUE;
DIONNE, 1987), musculo liso e estriado; glandulas enddcrina e exocrinas.
Embora em alguns casos o papel destes canais ndo esteja bem determinado,
estudos utilizando a técnica de “patch-clamp” tem mostrado que eles medeiam a
hiperpolarizacdo e é devido a um aumento da probabilidade de abertura destes
canais K (Ca) com uma condutancia de 200-250 pS.

Os mecanismos de relaxamento via acoplamento farmaco-mecanico
incluem a fosforilacdo via PKG (proteina cinase dependente de GMPc) ou PKA de
varios substratos, levando a: (1) o aumento na atividade da Ca**-ATPase tanto do
R.S. (SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA), aumentando assim tanto
0 sequestro e extrusdo de Ca®', respectivamente, diminuindo a [Ca®']¢; (2) a
inativacdo dos IPsR e , reduzindo assim a sua capacidade de liberar de Ca** do
R.S.; (3) a diminuicdo da formacao do IP3 e consequente diminuicdo da liberacao
de Ca** do R.S.; (4) inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo [(Ca®").-
CaM], causando uma reducao nos niveis de MLC fosforilada e assim do processo
contratil; (5) inibicdo dos Cay, causando uma redugdo da [Ca*']. por diminuir o
influxo de Ca®"; (6) ativacdo de canais para K*, que indiretamente, por
repolarizacdo ou hiperpolarizacdo, causam a desativacdo dos Cay (WOODRUM,;
BROPHY, 2001; DUTTA et al., 2002; DANILA; HAMILTON, 2004).

Outros agentes importantes no relaxamento do muasculo liso sdo os
nucleotidios ciclicos, pois um aumento nos niveis citosolicos de GMPc ou do
AMPc nas céulas musculares lisas é considerado um dos maiores mecanismos
que medeiam seu relaxamento sob condic¢es fisiologicas.

O principal mecanismo celular para o0 aumento nos niveis de GMPc
incluem a inibicdo de varios subtipos de fosfatases, a ativacdo da ciclase de
guanilil solavel pelo NO ou CO, e a ativacdo da ciclase de guanilil particulada,
pelo PNA (SONNENBURG; BEAVO, 1994; VAANDRAGER; DE JONGE, 1996;
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JOHNS, 1997; SCHULZ; WALDMAN, 1999). O aumento nos niveis de GMPc leva
a ativagdo da proteina cinase dependente de GMPc, a proteina cinase G (PKG), a
qual reduz a [Ca®']. e a sensibilidade do Ca** aos miofilamentos nas células do
musculo liso (VAANDRAGER; DE JONGE, 1996; NISHIMURA et al., 1992). Os
mecanismos que explicam a reducdo do Ca?* pela PKG incluem: ativacdo da
captacdo de Ca®" pelos estoques intracelulares; aumento do efluxo de Ca**;
inibicdo da liberacdo de Ca** do R.S. ; hiperpolarizacdo de membrana via ativacédo
direta e/ou indireta de canais para K*; inibicdo direta de Ca, (ORALLO, 1996;
VAANDRAGER; DE JONGE, 1996) ou indireta por ativacdo de canais para K*
(KUME et al., 1989; WHITE et al., 1993; KUME et al.,1994).

De maneira similar, um aumento nos niveis de AMPc exerce
profunda influéncia sobre a mobilizacdo de Ca®* através da ativacdo da proteina
cinase dependente de AMPc, a PKA que ter4d acbes semelhantes as das PKGs
como por exemplo a ativagdo dos canais para K* (REMBOLD, 1992; MINAMI et
al., 1993) e fosforilacdo da MLCK e assim diminuicdo de sua afinidade pelo
complexo [4Ca?*-CaM] (REMBOLD, 1992).

Neste trabalho objetivou-se investigar um possivel mecanismo de
acdo espasmolitica de dois diterpenos do tipo traquilobano, utilizando para tanto

técnicas e ferramentas farmacologicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Contribuir para o estudo farmacolégico da familia Annonaceae, em
particular da espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. com a finalidade de
descobrir drogas potencialmente terapéuticas ou que atuem como ferramentas
farmacoldgicas.

Investigar e caracterizar um possivel efeito espasmolitico do
traquilobano-360, diterpeno isolado das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana
bem como de seu derivado hidroxilado traquilobano-318, realizando um estudo
comparativo entre esses dois diterpenos com base nos parametros de poténcia e

eficacia utilizando para isso técnicas funcionais e celulares.

2.2 Especificos

Investigar:

|
1

o efeito dos diterpenos em musculos lisos isolados (aorta de rato, Utero

de rata, traquéia e ileo de cobaia);

2- a participacdo dos canais para calcio dependentes de voltagem (Cay),
caracterizando o subtipo tipo de Cay envolvido;

3- 0 envolvimento dos canais para K no efeito dos diterpenos;

4- a participacéo dos nucleotidios ciclicos.

5- a interferéncia dos diterpenos sobre a concentracao citosélica de Ca®*

([Ca*']c) em miécitos da camada longitudinal de ileo de cobaia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratas virgens Wistar (Rattus norvegicus) pesando
entre 150 — 250 g, ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250 - 350 g e
cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos pesando entre 300 — 500 g todos
provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” (LTF) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Purina) com
livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e
constantes. Todos os experimentos eram realizados no periodo de 8h00 as 20h00
horas. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal — CEPA (Certiddo N° 0101/08) do LTF/UFPB.

3.1.2 Substancias e sais
Quadro 1: Substancias e sais utilizados

Cloreto de célcio diidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de magnésio

hexahidratado (MgCl,.6H,0), cloreto de potassio (KCI), bicarbonato

de sodio (NaHCOg3), fosfato de potassio monobasico (KH,PO4.H,0), | Laboratério Vetec

sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,4.7H,0) (Brasil)

Fosfato monossédico 1-hidrato (NaH,PO,4.H20), glicose (CgH1204),

sulfato de magnésio monohidratado (MgSO,4.H,0O) e o acido cloridrico
(HCIP.A)

Nuclear (Brasil)

Cloreto de sodio (NaCl)

Dinamica (Brasil)

O cloridrato de carbamilcolina (CCh)

Merck. (Brasil)

Dietilestilbestrol, cloridrato de histamina, apamina, S-(-)-Bay K8644
(1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-piridina
carboxilico acido metil éster), cloreto de tetraetilamonio (TEA"),

Sigma-Aldrich
(EUA).
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cloridrato de glibenclamida, 6leo de castor (cremophor®), aminofilina,
dimetilsuféxido (DMSO), iberiotoxina (IbTx), penicilina, sulfato de
estreptomicina, elastase |, o 4cido [etilenodinitrilo]tetracético (EDTA),
o acido (N-[2-hidroxietilpiperazina-N’-[2-etanosulfénico]) (HEPES),
acido araquidénico (AA) e PFA

Sigma-Aldrich
(EUA).

4-aminopiridina (4-AP)

Fluka and Riedel-
de Haén (Seelze,

Alemanha).
Ocitocina foi obtida da Uniao Quimica (Brasil). Unido Quimica
(Brasil).
Mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % de COy,) White Martins
(Brasil).
Fenilefrina (FEN) Pfizer (EUA).
Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM), soro fetal bovino, Cultilab
glutamina e a solucao de tripsina/EDTA (1:250)
Todas as substancias foram mantidas em um “freezer” a uma

temperatura de -20 °C, dissolvidas e diluidas em &gua destilada, exceto o &cido

araquidonico, S-(-)-Bay K8644, dietilestilbestrol e a glibenclamida que foram

dissolvidos em etanol absoluto e diluidos em agua destilada.
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3.1.3 Solugdes nutritivas

De acordo com os protocolos experimentais realizados eram
utilizadas diferentes solucfes nutritivas, todas aeradas com carbogénio. O pH era
ajustado para 7,4 com solucdo de HCI ou NaOH 1 N e mantidas a temperaturas
adequadas. As composicdes destas solucdes estdo descritas a seguir:

e Composicao da solucao de Krebs normal (mM): NaCl (118,0); KCI (4,6);
KH.PO4 (1,1); MgS04.7H,0 (5,7); CaCl,.2H,0 (2,5); NaHCO3 (25,0); Glicose
(11,0).

e Composicado da solucdo de Locke Ringer de acordo com Revuelta;
Cantabrana; Hidalgo (2000) (mM): NaCl (154,0); KCI (5,6); MgCl,.6H,0 (2,1)
CaCl,.2H,0 (2,2); NaHCO3(6,0); Glicose (5,6).

e Composicao da solucédo de Krebs de acordo com Sun e Benishn (1994)
(mM): NaCl (117,0); KCI (4,7); NaH,PO4.H,O (1,2); MgSO,.7H,O (1,3);
CaCl,.2H,0 (2,5); NaHCO3(25,0); Glicose (11,0).

e Composicdo da solucdo de Krebs despolarizante nominalmente sem Ca?*
(mM): NaCl (51,7); KCI (70,0); NaH,PO4.H,O (1,2); MgSO,4.7H,O (1,3);
NaHCOj3; (25,0); Glicose (11,0).

e Composicao da solucao (“Physiological Buffer Solution”) (mM): NaCl
(140,0); NapHPO, (3,9); NaHPO, (1,7); NaHCO3 (4,2); EDTA (0,2).

e Composicdo do meio para cultura de miécitos. O DMEM foi
suplementado com soro fetal bovino (10 %) e glutamina (1 %), ajustado
para pH 7,2. (mM): NaHCOz3 (25,0); Glicose (11,0); HEPES (11,0)

Para se tornarem estéreis, algumas solucdes eram filtradas em
membranas de filtro (Milipore), seguida da adicdo de penicilina e estreptomicina
(1 %). As solucdes finais eram acondicionadas em garrafas estéreis de 100 mL e
mantidas & 0 °C e descongeladas em banho-maria a 37°C. Todo este

procedimento era realizado em ambiente estéril.

3.1.4 Aparelhos e equipamentos
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Para registro das contrac¢des isotbnicas tanto o Utero de rata quanto
o ileo de cobaia eram suspensos em cubas de 6 mL e conectados a uma
alavanca isotbnica de inscricdo frontal em cilindros esfumacados de um
quimégrafo (DTF, Brasil). As contracfes isométricas eram registradas através de
transdutores de forga 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 analdgico/digital instalada em um
microcomputador executando o programa BioMed® versdo Rv2 (BioData, Jodo
Pessoa, PB, Brasil). As contracfes isométricas também foram registradas através
de transdutores de forca TIM-50 AVS Projetos, Brasil que estavam acoplados em
um amplificador AECAD 04F que por sua vez estava conectado a uma placa
conversora que executava o programa AQCAD verséo 2.03.

As células em cultura eram observadas em microscopio Optico
comum (Nikon, Japao). Ja as imagens das células eram captadas por microscopio
optico invertido (Nikon, Japao) que estava acoplado a camera de video (Nikon —
DS Camera Head DSFil/DS-5M, Japao).

As medidas de fluorescéncia eram realizadas em um aparelho de
medidas de célcio, Flex station 3, Molecular Devices e analisadas no programa
Soft Max Pro.

A manipulacdo de células em cultura era realizada em uma capela

de fluxo laminar (GermFree Laboratories, EUA).

As culturas de células eram mantidas em estufa Umida de
CO; a 37 °C (Forma Scientific, EUA).

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital
PG 2000 (GEHAKA, Brasil). A temperatura das cubas era controlada com bombas
termostéaticas 597 (FISATOM, Brasil) ou do modelo POLYSTAT 12002 (Cole-
Palmer, EUA).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo
AG200, e os animais eram pesados em balanca semi-analitica, ambas da
GEHAKA (Brasil).

3.1.5 Substancias teste
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O diterpeno &cido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-dico foi isolado das
cascas do caule de Xylopia langsdorfiana, codificado como (traquilobano-360), foi
dissolvido em cremofor e diluido em 4gua destilada, ja o diterpeno acido ent-7o.-
hidroxitraquiloban-18-6ico (traquilobano-318) pode ser encontrado nas cascas do
caule de X. langsdorfiana, no entanto devido ao baixo rendimento de obtencéo, o
mesmo foi obtido por sintese a partir do traquilobano-360 (TAVARES et al., 2006)
e foi dissolvido em 7% de DMSO e cremofor. O traquilobano-318 possui massa
molecular de 318 u.m.a e foi cedido pelos pesquisadores Prof. Dr. Marcelo Sobral
da Silva e Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, ambos do Setor de Fitoquimica do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros
/UFPB.

Ap6s a obtencdo de solucbes de 10% M dos diterpenos (solucao-
estoque), estas eram estocadas a - 20 °C, sendo diluidas em agua destilada para
por ocasido da execuc¢ao do protocolo experimental.

Tanto a concentracdo final de DMSO quanto a de cremofor era
desprovida de efeito contratil ou relaxante nos experimentos realizados.

Na triagem farmacol6gica preliminar eram testadas as
concentracdes submaxima (3 x 10°) e a maxima (10“*M) dos diterpenos em
orgdos de trés animais diferentes. Caso os diterpenos ndo apresentassem efeito
significante, esses experimentos eram repetidos por trés vezes e concluia-se que
os diterpenos ndo tinham efeito espasmolitico até a concentracdo de 10™ M,
concentracdo esta considerada alta para experimentos in vitro. Caso fossem
obtidas respostas significantes, seguiam-se com 0s experimentos buscando a
concentracdo que produzisse 0% de efeito para sO entdo realizar a curva
concentragéo-resposta cumulativa. Para a realizagdo dos testes farmacologicos
foi testada a concentracdo que produzisse 0% de efeito e em incrementos de trés
as concentragfes foram aumentadas até atingir o efeito maximo produzido pelos

diterpenos.
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3.2 METODOS

3.2.1 TRIAGEM FARMACOLOGICA
3.2.1.1 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre as
contragOes tonicas induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato

Os ratos eram eutanasiados por deslocamento cervical e
exsanguinados. Os anéis aodrticos de 3 -5 mm eram obtidos livres de tecido
conjuntivo e gordura a partir da aorta toracica. Para obtencdo das respostas
isométricas, 0os anéis eram suspensos individualmente por uma alca de aco
inoxidavel em cubas de vidro (6 mL) contendo solucéo de Krebs Normal a 37 °C
aerados com carbogénio. As preparacdes eram estabilizadas por um periodo de
uma hora, durante o qual eram mantidas sob uma tensdo de repouso de 1 g.
Durante esse periodo, a solucdo nutritiva era renovada a cada 15 min. para
prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Apo6s o periodo de estabilizacdo eram induzidas duas contracfes
com fenilefrina (3 x 107 M) de magnitude similares, e durante o componente
ténico, 12 a 15 min. da segunda resposta, era adicionado 10°M de acetilcolina a
todas as preparacdes para verificar a integridade do endotélio (FURCHGOTT;
ZAWDZKI, 1980). O endotélio vascular era considerado integro quando os anéis
aorticos apresentaram relaxamento igual ou superior a 50% (AJAY; GILANI;
MUSTAFA, 2003). A retirada do endotélio se dava através do atrito da parede
interna do 6rgdo com uma haste envolta em algodédo e embebida com solucao de
Krebs e era confirmada pela auséncia de relaxamento em resposta a adicao de
acetilcolina a cuba ou quando este relaxamento era inferior a 10%, sendo este
anel considerado sem endotélio funcional. Apés a lavagem, esperava-se 30 min, e
durante o componente tonico de uma terceira resposta ao agonista, o
traquilobano-360 e o seu derivado, traquilobano-318 eram adicionados, de
maneira cumulativa a cuba, em preparacdes diferentes.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contracado induzida por fenilefrina. Os valores da concentracdo do composto que

produz 50% de seu efeito maximo (CEsp) foram obtidos por regressao nao-linear a
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partir das curvas concentracdes-resposta obtidas para os diterpenos em anéis
com e sem endotélio funcional.

3.2.1.2 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 frente as
contragdes fasicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em utero isolado

de rata

As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol
(0,1 mg/kg) via subcutanea, para inducdo do estro. Decorrido este tempo, eram
eutanasiadas por deslocamento cervical seguido de seccdo dos vasos cervicais.
ApOs aberta a cavidade abdominal, era feita a dissecagdo do Utero colocando-o
em uma placa de Petri contendo solucdo nutritiva de Locker Ringer a 32 °C sob
aeracao com carbogénio. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados
por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente
em cubas de vidro (6 mL). Para a estabilizacdo da preparacédo, esta era mantida
em repouso por 45 min. antes do contato com qualquer agente, sob tensédo de
1 g, efetuando neste periodo, a renovacao da solucdo nutritiva da cuba a cada 10
min. As curvas concentracdes-resposta simples para ocitocina ou para carbacol
eram obtidas, e registradas através de uma alavanca isotdnica de inscricéo frontal
em um cilindro esfumacado de um quimégrafo. O traquilobano-360 e seu derivado
eram incubados por 15 min. em preparacdes diferentes e a inibicdo da resposta
submaxima de ocitocina e carbacol era avaliada por comparacédo das respostas
antes (controle) e apds a adicdo a cuba. Os valores de Clsg (concentracdo de uma
substancia que inibe 50% do efeito maximo produzido por um agonista) eram

obtidos por regresséo nao-linear.

3.2.1.3 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre a fase ténica

das contragcdes induzidas por carbacol em traquéia isolada de cobaia

Os cobaias eram eutanasiados por concussao cerebral seguida por
seccao dos vasos cervicais. O método de deslocamento cervical ndo foi utilizado
para ndo provocar danos devido a um estiramento demasiado da traquéia. O

térax da cobaia era aberto e dissecado, a traquéia era retirada e limpa de todo o
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tecido conjuntivo e adiposo. O érgao era dividido em segmentos, contendo de 3 a
4 anéis de cartilagem. Os segmentos eram suspensos individualmente através de
hastes de aco inoxidavel em cubas de vidro (6 mL), contendo solu¢éo nutritiva de
Krebs normal sob tensdo de 1 g. Estes segmentos eram mantidos a uma
temperatura de 37 °C e permaneciam em repouso durante 60 min., sendo a
solucéo trocada a cada 15 min.. Apés esse periodo de estabilizacdo, eram obtidas
duas contracées tonicas de magnitudes similares induzidas por 10 M de carbacol
e consideradas como controle. Anéis de traquéia sem epitélio eram obtidos
através da retirada do mesmo por atrito da parede interna do 6rgdo com uma
haste envolta em algoddo e embebida com solucéo de Krebs.

A integridade do epitélio traqueal era verificada pela adicdo de &cido
araquidonico (AA) & cuba na concentracdo de 10“* M (TSCHIRHART et al., 1987)
durante a fase tonica da segunda resposta induzida por carbacol, onde anéis que
obtiveram relaxamentos iguais ou superiores a 50% (em relacdo a forca de
contracao inicial) eram considerados com epitélio. A retirada do epitélio era
confirmada pela auséncia de relaxamento em resposta a adi¢cdo de AA a cuba ou
guando este relaxamento era inferior a 10%, sendo este anel considerado sem
epitélio funcional. Durante a fase tbnica da terceira resposta ao carbacol, os
diterpenos eram adicionados de maneira cumulativa a cuba em preparacdes
diferentes.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contracdo inicial induzida por carbacol e os valores de CEsy foram calculados

como descrito no item 3.2.2.1.

3.2.1.4 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 frente as
contrac@es fasicas induzidas por carbacol ou por histamina em ileo isolado

de cobaia

Os cobaias eram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas,
tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. ApoOs este
periodo eram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de seccdo dos
vasos cervicais. O abdébmen era aberto e um segmento do ileo de

aproximadamente 15 cm de comprimento era retirado e colocado em uma placa
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de Petri contendo solucéo nutritiva de Krebs modificado a 37 °C sob aeracdo com
carbogénio.

Apés cuidadosa dissecacgdo, o segmento do ileo era seccionado em
fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de
vidro e mantidos em repouso por 30 min., tempo necessario para perfeita
estabilizacdo da preparacéo, durante este periodo a solucéo nutritiva era trocada
a cada 15 min. Apés o periodo de estabilizacdo, duas contragBes fasicas de
magnitudes similares, com intervalo de 15 min. entre ambas, eram obtidas com
10 M de carbacol ou de histamina, concentracdo subméxima que produz cerca
de 80 % da resposta maxima, e registradas através de uma alavanca isotdnica de
inscricao frontal em um cilindro esfumacado de um quimaografo. Aqui foi testado o
efeito inibitério tanto do traquilobano-360 como do traquilobano-318 em varias
concentracbes. Estes eram incubados, individualmente, por 15 min. em
preparacdes diferentes, e a inibicdo da resposta subméaxima de carbacol ou de
histamina era avaliada por comparacdo das respostas antes (controle) e apls a
adicao a cuba.

Os valores de Clso foram obtidos em cada um dos experimentos e

calculados por regresséo nao-linear.

3.2.2 INVESTIGACAO DO POSSIVEL MECANISMO DE ACAO EM ILEO
ISOLADO DE COBAIA

3.2.2.1 Caracterizacédo do bloqueio da contracdo induzida por histamina

A montagem do ileo para este experimento era semelhante ao
descrito anteriormente. ApO6s o periodo de estabilizacdo duas curvas
concentracdbes-resposta cumulativas similares a histamina eram obtidas. Em
seguida, na auséncia da histamina, os diterpenos eram incubados por 15 min. em
diferentes concentragbes e em experimentos independentes. Apos este periodo,
na presenca dos diterpenos, uma nova curva concentragao-resposta cumulativa a
histamina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a
percentagem da resposta contratil na presenca dos diterpenos com aquela obtida

pela amplitude média das curvas controle (na auséncia dos diterpenos). O
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antagonismo destes diterpenos foi analisado com base nos valores da inclinacao
do gréfico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959) e suas poténcias pelo
valor do pD’,, que é definido como logaritmo negativo da concentracdo molar de
um antagonista que produz 50% de efeito maximo (Emax) produzido por um
agonista (VAN ROSSUM, 1963).

3.2.2.2 Efeito do traquilobano-360 e de seu derivado sobre as contracdes
tonicas induzidas por KCI, por carbacol ou por histamina em ileo isolado de

cobaia

ApoOs o periodo de estabilizacdo sob as condicfes ja descritas, duas
contragcdes submaximas similares eram obtidas com KCI (40 mM), carbacol
(10° M) ou histamina (10° M). Durante a fase tdnica sustentada da segunda
resposta, tanto o traquilobano-360 como o seu derivado eram aplicados de
maneira cumulativa, em preparacdes diferentes. O relaxamento foi expresso
como a percentagem reversa da contracdo inicial produzida pelos agentes
contrateis. A CEso foi obtida por andlise de regressdo nao-linear como descrito

anteriormente.

3.2.2.3 Efeito traquilobano-360 e do traquilobano-318 frente as contracdes

induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*

A montagem do ileo para este experimento era semelhante ao
descrito anteriormente. O tecido permanecia em repouso por 30 min. com a
solugdo de Krebs modificado e 45 min. com a solugdo despolarizante
nominalmente sem Ca?'. Eram induzidas duas curvas similares de maneira
concentracdo-resposta cumulativa para CaCl,. Ap0s estas respostas, as
preparacdes eram lavadas e entdo traquilobano-360 ou traquilobano-318 eram
incubados na auséncia de CaCl, em preparacdes diferentes durante 15 min. e
apos este periodo uma terceira curva cumulativa ao CacCl; era obtida na presenca
de diferentes concentracdes dos diterpenos. Os resultados foram avaliados
comparando-se a percentagem da resposta contratil na presenca de traquilobano-
360 ou do traquilobano-318 com aquela obtida pela amplitude média das curvas
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controle. O antagonismo destes diterpenos foi analisado com base nos valores da
inclinagdo do gréfico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959) e suas

poténcias pelo valor do pD’,.

3.2.2.4 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre as
contragdes tonicas induzidas por S-(-)-Bay K8644

ApoOs a estabilizacdo por 30 min. em solucédo de Krebs modificado, o
ileo foi parcialmente despolarizado pela adicdo de 15 mM de KCI por 10 min., pois
é relatado que as respostas contrateis aos ativadores de canais de Ca**
dependentes de voltagem (Cay) como o S-(-)-Bay K8644 e FPL 64176, sdo
potencializadas pelo aumento para 8-20 mM, concentracfes estas superiores
aquelas da solucéo de Krebs (WEI et al., 1986; CONTE-CAMERINO et al., 1987;
ZHENG et al., 1991; USOWICZ et al., 1995). Em sua presenca foi induzida uma
contracdo com 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644, um agonista seletivo dos Cay do
tipo L ou Cayl (FERRANTE et al., 1989). Durante a estabilizacdo da fase ténica
da contracdo induzida por S-(-)-Bay K8644 os diterpenos eram adicionados de
maneira cumulativa em preparagdes diferentes. O relaxamento foi expresso como
a percentagem reversa da contragdo inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644. A

CEso foi obtida por analise de regresséo nao-linear.

3.2.2.5 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio no efeito

espasmolitico dos diterpenos

3.2.2.5.1 Efeito comparativo dos diterpenos, sobre as contragdes induzidas

por histamina na auséncia e na presenca de TEA" (5 mM)

As contracdes tonicas a histamina eram obtidas como descrito no
item 3.2.2.4. Em seguida, a preparacdo era incubada por 20 min. com TEA" (5
mM), um bloqueador que nesta concentracdo torna-se nao seletivo para os canais
de K" (LATORRE et al., 1989), e ainda na sua presenca, uma nova contragio com
histamina era obtida. Em seguida os diterpenos eram aplicados cumulativamente

sobre a fase tonica da contracdo em preparacdes diferentes. A percentagem de
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inibicdo foi calculada comparando-se as respostas antes e ap6s a adicdo do
blogueador. A poténcia relaxante dos dierpenos foi avaliada comparando-se 0s

valores de CEs na auséncia e na presenca de TEA".

3.2.2.5.2 Efeito do traquilobano-360 e traquilobano-318 sobre as contracdes
induzidas por histamina na auséncia e na presenca de glibenclamida, 4-AP,

apamina, TEA" ou iberiotoxina

As contragdes tdnicas a histamina eram obtidas como descrito
anteriormente. Em seguida, o tecido era incubado por 20 min. com 10° M de
glibenclamida, um bloqueador especifico de canais de K* sensiveis ao ATP (Katp)
(SUN; BENISHN, 1994), ou com 0,3 mM de 4-AP, um bloqueador ndo seletivo
dos canais de K* dependentes de voltagem (Ky) (ROBERTSON; NELSON, 1994)
ou com 100 nM de apamina, um bloqueador especifico dos canais de K" ativados
por Ca®" de pequena condutancia (SKca) (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; VAN
DER STAAY et al., 1999) e ainda com 1 mM de TEA", que até esta concentracéo
é um bloqueador especifico dos canais de K* ativados por Ca?* e por voltagem de
grande condutancia (BKca) (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996) ou com
iberiotoxina (IbTx), um bloqueador especifico dos canais BKc, (GALVEZ et al.,
1990; CANDIA; GARCIA; LATORRE, 1992; ABOULAFIA et al.,, 2002), em
preparacdes diferentes, e ainda na presenca dos bloqueadores, uma nova
contragcdo com histamina era obtida. Em seguida, os diterpenos eram aplicados
cumulativamente sobre a fase tbnica da contracdo em diferentes preparacdes. A
percentagem de inibicao foi calculada comparando-se as respostas antes e apos
a adicdo dos bloqueadores de canais de K testados. A poténcia relaxante dos
diterpenos foi avaliada comparando-se os valores de CEsy na auséncia e na

presenca dos bloqueadores.

3.2.2.6 Avaliacao da participacéo da via de sinalizacdo das PDE-nucleotidios

ciclicos no efeito espasmolitico do traquilobano-360 e do traquilobano-318
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3.2.2.6.1 Efeito de traquilobano-360 e traquilobano-318 sobre as contra¢des

tonicas induzidas por histamina, na auséncia e na presenga de aminofilina

O ileo era montado como descrito anteriormente. Apos a contracao
controle induzida por histamina, as preparagcées eram pré-incubadas por 20 min.
com 10 M de aminofilina, um inibidor ndo seletivo das enzimas fosfodiesterases
(PDE) (HIRSH et al., 2004. Uma segunda resposta contratil a histamina era
induzida e apOs a estabilizacdo desta contracdo, durante a sua fase tbnica, os
diterpenos eram adicionados as cubas, em diferentes preparacdes, de maneira
cumulativa e seus efeitos eram registrados. Os valores de CEsp dos diterpenos
foram calculados e comparados a partir das curvas concentracdes-resposta, na

presenca e na auséncia de aminofilina.

3.2.7 Efeito dos diterpenos sobre a concentragéo citosélica de Ca** ([Ca®'].)

em miécitos da camada longitudinal do ileo isolado de cobaia
3.2.7.1 Cultura de midécitos da camada longitudinal do ileo isolado de cobaia

Os animais eram eutanasiados por deslocamento cervical e
exsanguinados. Do ileo era retirada uma amostra de 15 cm da camada
longitudinal e dissecada, para retirada de tecido conjuntivo e adiposo em solucao
estéril de Tyrode. O 6rgéo era lavado, repetidas vezes, em solucéo estéril de PSS
sem Ca** e com penicilina. Apds sucessivas lavagens colocavam-se quatro
amostras do tecido (camada) em uma garrafa de cultura pequena e estéril. Apos a
observacdo de que o tecido se encontrava aderido a parede da garrafa,
adicionava-se 5 mL de meio de cultura DMEM suplementado com glutamina e 10
% de soro fetal bovino era adicionado levemente, e levados a estufa de CO..
Apds 24 h, adicionava-se 5 mL de meio de cultura a garrafa (adaptado de
CHAMLEY; CAMPBELL et al., 1977).

A cada 48 horas, lavavam-se as garrafas com PBS e trocava-se por
novo meio de cultura. Apos confluéncia das células na garrafa, retirava-se o meio,

adicionava-se 2 mL de tripsina, e deixava-se por aproximadamente 2 min. em
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estufa. Ressuspendia-se em meio de cultura, transferia para tubos Falcons,
seguidos de centrifugacao (1500 rpm) por 5 min. O sobrenadante era desprezado
e os pellets formados (contendo as células) eram utilizados para os protocolos
experimentais descritos posteriormente.

Todos esses procedimentos eram realizados em ambiente asséptico

com a utilizagao de uma capela de fluxo laminar.

3.2.7.2 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre a [Ca®'].

Os pellets homogeneizados com meio de cultura eram semeados
em placas de 96 pocos, com cerca de 40.000 células por poco e deixados em

estufa por 24 h para adeséo das células.

ApoOs o periodo de aderéncia das células era desprezado o meio de
cultura de cada poco e adicionados 50uL de solugéo de fluo-4 e deixados em
repouso por 1 hora, a 37 °C em estufa de CO, e ambiente ao abrigo de luz. Apds
o periodo de incorporacédo do fluoréforo a placa era levada ao Flex Station 3 para
a leitura da fluorescéncia, uma medida indireta da concentracdo cistosdlica de
calcio. As imagens eram obtidas sem interrupcdo em até 3 min. A intensidade de
fluorescéncia era aumentada com 10° M de histamina (controle) e subsequente
administracéo de 3x10™° M dos diterpenos em preparacdes separadas.
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3.2.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo expressos como a média + e.p.m e foram
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student ou analise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do teste de Bonferroni, onde os valores de
p < 0,05 foram considerados significantes.

Os valores de CEsp e de Clsg (NEUBIG et al., 2003) foram calculados
por regressdo nao-linear para todos os experimentos realizados, onde a CEsg
corresponde a concentracdo de uma substancia que promove 50% de seu efeito
maximo e a Clsp € a concentracdo de uma substancia que causa uma inibicdo de
50% da resposta induzida por um agonista.

O “slope” do plote de Schild, que prové informacéo sobre a natureza
do antagonismo, foi calculado usando uma regressao linear baseada nas
equacdes de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959), onde foram usados os
valores de log (DR-1) em funcdo do log das concentracdes dos diterpenos.
Também foram calculados os valores de pD’; (- logClsp).

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism

versao 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA).
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4 RESULTADOS
4.1 Triagem Farmacoldgica

4.1.1 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre as contracdes

tonicas induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato

Tanto o traquilobano-360 quanto o seu derivado traquilobano-318
até a concentracdo de 10 M, ndo apresentaram efeito relaxante significante
(n =3) em anéis de aorta com e sem endotélio funcional pré-contraidos por 3 x
10" M de fenilefrina (Figuras 5 e 6).

Figura 5 — Registro original representativo do efeito do traquilobano-360 (A), e do
traquilobano-318 (B) na presenca de endotélio funcional em aorta isolada de rato
pré-contraidas por fenilefrina (Fen) (n= 3). L=Lavagem. Acetilcolina (ACh).
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Figura 6 — Registro original representativo do efeito do traquilobano-360 (A), e do
traquilobano-318 (B) na auséncia de endotélio funcional em aorta isolada de rato
pré-contraidas por fenilefrina (Fen). L=Lavagem. Acetilcolina (ACh). (n = 3).
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4.1.2 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 frente as contracdes
fasicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em Utero isolado de rata

Os dois diterpenos (traquilobano-360 e traquilobano-318; até a
concentracdo de 10 M, ndo apresentaram efeito inibitério superior a 30% (n = 3)
das contraces fasicas induzidas por 102 Ul/mL ocitocina, agonista dos
receptores OT (Grafico 1A e 1C) ou 10° M de carbacol, um agonista dos

receptores muscarinicos, (Grafico 1B e 1D) em Utero isolado de rata.
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Grafico 1 — Efeito do traquilobano-360 e traquilobano-318 frente as contracdes
fasicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina (A e C) e de carbacol (B e D) em
Gtero isolado de rata (n = 3). As colunas e as barras verticais representam a
média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one way” seguido por Bonferroni;
*p < 0,05 (controle vs. traquilobano-360 ou traquilobano-318).
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4.1.3 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre a fase tonica
das contragdes induzidas por carbacol em traquéia isolada de cobaia

Nas concentraces de 3 x 10®° e 10* M, o traquilobano-360 n&o
apresentou efeito espasmolitico significante sobre anéis de traquéia, com e sem
epitélio funcional, pré-contraidos por 10° M de carbacol (n = 3) (Figura 7A e 7B),
entretanto, o traquilobano -318 (3 x 10® — 3 x 10 “* M) relaxou, de maneira
significante e dependente de concentracao a traquéia de cobaia pré-contraida por
10° M de carbacol tanto na presenca (CEsop=3,3 + 0,4 x 10 ° M) como na
auséncia (CEsp= 3,5 + 0,9 x 10 > M) de epitélio funcional (n= 5) (Grafico 2 e figura
8A e 8B), ndo mostrando diferenca significante entre as poténcias relaxantes.

O tempo médio para o traquilobano-318 atingir o seu Enyax foi em

média 120 min. A responsividade da traquéia ao carbacol foi restabelecida em

meédia 60 min apds a retirada do traquilobano-318 da cuba.
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Figura 7 — Registros originais representativos do efeito do traquilobano-360 sobre
a traquéia pré-contraida por carbacol (CCh) na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional (n = 3). L= lavagem. AA= acido araquiddnico. As setas para
baixo indicam as concentracdes de traquilobano-360 (3x10° e 10 M).



61

Figura 8 — Registros originais representativos do efeito do traquilobano-318 sobre
a traquéia pré-contraida por carbacol (CCh) na presenca (A) e na auséncia (B) de
epitélio funcional (n = 5). L= lavagem. AA= &acido araquiddnico. As setas para
baixo indicam as concentragbes de traquilobano-318 (3x108, 107, 3x107, 10°,
3x107°, 107, 3x10°, 10* e 3 x 10 M).
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Gréfico 2 — Efeito do traquilobano-318 sobre as contracdes tdonicas induzidas por

10 M de carbacol em anéis de traquéia com (m) e sem (0O) epitélio funcional

(n=5). Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m.,
respectivamente.
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4.1.4 Efeito do traquilobano-360 e de seu derivado traquilobano-318 frente
as contracg6es fasicas induzidas por carbacol e histamina em ileo isolado de
cobaia
Tanto o traquilobano-360 (107 — 3 x 10% M) quanto seu

derivado, traquilobano-318, antagonizaram as contra¢es fasicas induzidas por
10® M de carbacol e de histamina em ileo isolado de cobaia (Gréaficos 3 e 4, n =
5) de maneira significante e dependente de concentracdo. Os valores de Clsp para
o traquilobano-360 e traquilobano-318 foram respectivamente de 2,4 + 0,4 e
2,8+0,6 x10° M frente ao carbacol e 3,1 + 0,6 e 3,8 + 0,6 x 10° M frente a
histamina.

A responsividade do ileo de cobaia aos agentes contrateis testados
foi restabelecida em média 60 min apds a retirada do traquilobano-360 ou do
traquilobano-318 da cuba.
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Gr%fico 3 — Efeito do traquilobano-360 frente as contracdes fasicas induzidas por
10~ M de carbacol (A) e de histamina (B) em ileo isolado de cobaia (n = 5). As
colunas e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente.

ANOVA “one way” seguido por Bonferroni; *p < 0,05 e **p < 0,001 (controle vs.
traquilobano-360).
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Gréfico 4 — Efeito do traquilobano-318 frente as contragfes fasicas induzidas por

10° M de carbacol (A) e de histamina (B) em ileo isolado de cobaia (n = 5). As
colunas e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente.
ANOVA “one way” seguido por Bonferroni; *p < 0,05 e **p < 0,001 (controle vs.

traquilobano-318).



66

4.2 INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO ESPASMOLI'TICA' DO
TRAQUILOBANO-360 E DE SEU DERIVADO TRAQUILOBANO-318 EM ILEO
ISOLADO DE COBAIA

4.2.1 Caracterizacdo do bloqueio da contracado induzida por histamina

O traquilobano-360 (3 x 10>, 10* e 3 x 10™* M) inibiu de maneira
dependente de concentracdo (* = 0,9 + 0,02), as contracdes cumulativas
induzidas por histamina com desvio da curva controle para a direita de maneira
ndo paralela e com reducdo do Enax (Gréfico 5A). A analise do gréfico de Schild
indica um antagonismo do tipo ndo competitivo exercido pelo traquilobano-360
que foi confirmado pelo valor de “slope” = 3,5 + 0,9 que diferiu da unidade. A
poténcia do traquilobano-360 foi determinada pelo valor de pD’, = 4,1 + 0,3. Da
mesma forma o traquilobano-318 (3 x 10°; 10* e 3 x 10* M) inibiu de maneira
dependente de concentracdo (r* = 0,94 + 0,02), as contraces cumulativas
induzidas por histamina com desvio da curva controle para a direita de maneira
ndo paralela e com reducéo do Enax (Grafico 5B). A analise do gréfico de Schild
indica um antagonismo do tipo ndo competitivo exercido pelo traquilobano-318
que foi confirmado pelo valor de “slope” = 4,4 + 0,7 que diferiu da unidade. A

poténcia do traquilobano-318 foi determinada pelo valor de pD’, = 4,7 £ 0,06.



67

100+
A
—~ 751
O\O
o
IS
O
S 50
c
o
o
25-
0_
I T T T T 1
10 9 -8 7 6 5
log [histamina] M
B 100+ [ |
*
= 751
S
o
(©
S 50-
=
**
O 25-
**
0- o—6—6—=9
[ T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5

log [histamina] M

Gréafico 5 — Curvas concentragdes-resposta cumulativas a histamina na auséncia
(M) e na presenca de traquilobano-360 (A) ou traquilobano-318 (B): 3 x 10 (OJ),
10™ (@) e 3x10* M (O) em fleo isolado de cobaia (n =5). Os simbolos e as
barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-
way” seguido por Bonferroni; *p<005 e **p<0,001 (controle vs.
traquilobano-360 ou traquilobano-318).
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4.2.2 Efeito traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre as contracdes
ténicas induzidas por KCI, por carbacol ou por histamina em ileo isolado de
cobaia

Tanto o traquilobano-360 (Figura 9) como o0 seu derivado
traquilobano-318 (Figura 10) (n=5) relaxaram de maneira significante e
dependente de concentragdo (Grafico 6A e B) o ileo de cobaia pré-contraido com
40 mM de KCI (CEsp=1,1+0,0,2 e 1,4 + 0,2 x 10° M, respectivamente), com 10°
M de carbacol (CEsp=1,4+0,3 e 1,3+0,2x10° M, respectivamente) e de
histamina (CEsp=1,5+0,3; e 0,1+0,01 x 10> M, respectivamente). O tempo
médio para o traquilobano-360 atingir o seu Enax foi em torno de 60 min. para as
preparacdes pré-contraidas com KCI, carbacol ou histamina, respectivamente e
para seu derivado traquilobano-318 foi de 113, 55 e 52 min respectivamente.

A responsividade do ileo de cobaia aos agentes contrateis testados
foi restabelecida em média 60 min apds a retirada do traquilobano-360 ou do
traquilobano-318 da cuba.
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Figura 9 — Registros originais do efeito relaxante do traquilobano-360 sobre as
contragdes tonicas induzidas por 40 mM de KCI (A), 10°® M de carbacol (B) e
histamina (C) em ileo isolado de cobaia. As setas para baixo representam as
concentracdes cumulativas (10%- 3 x 10*M, respectivamente) do traquilobano-
360.
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Figura 10 — Registros originais do efeito relaxante do traquilobano-318 sobre as
contracdes tbnicas induzidas por 40 mM de KCI (A), 10° M de carbacol (B) e
histamina (C) em ileo isolado de cobaia. As setas para baixo representam as
concentragbes cumulativas (108 3 x10*M, respectivamente) do traquilobano-
318.
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Gréafico 6 — Efeito do traquilobano-360 (A) ou traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tdnicas induzidas por 40 mM de KCI (H) e por 10 M de carbacol (O)
e de histamina (@) em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente.
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4.2.3 Efeito do traquilobano-360 e de derivados traquilobano-318 frente as
contragdes induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem

ca®*

O Traquilobano-360 e seu derivado traquilobano-318 inibiram de
forma dependente de concentracdo as contracdes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante nominalmente sem Ca?*. As curvas cumulativas ao CaCl, foram
desviadas para direita de forma ndo paralela e com inibicdo do efeito maximo, ou
seja, por antagonismo nao competitivo (Graficos 7A e 7B). Os valores da
inclinacdo do grafico de Schild foram de 2,79+0,62 e 3,5+0,36, para o

traquilobano-360 e traquilobano-318, respectivamente.
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Grafico 7 — Curvas concentragfes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio
despolarizante nominalmente sem Ca®" na auséncia (M) e na presenca de
traquilobano-360 (A) ou traquilobano-318 (B): 3 x 10° (OJ), 10* (@) e 3x10* M
(O) em ileo de cobaia (n =5). Os simbolos e as barras verticais representam a
média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way” seguido por Bonferroni; 'p

< 0,05 (controle vs. traquilobano-318) e “p < 0,001 (controle vs. traquilobano-360
ou traquilobano-318).
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4.2.4 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre as contracdes
tonicas induzidas por S-(-)-Bay K8644

A adicdo cumulativa de traquilobano-360 (107 — 3 x 10 M) durante
0 componente ténico da contracdo induzida por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644, um
agonista de canal de célcio do tipo di-hidropiridina, resultou em um relaxamento
dependente de concentracdo (Grafico 8A). Este efeito relaxante do
traquilobano-360 (CEso = 3,5+ 0,7 x 10° M, n = 5) foi trés vezes menos potente
comparado com seu efeito quando a contracdo era induzida por 40 mM de KCI
(CEsp=1,1+0,2 x 10° M).

Assim como traquilobano-360, seu derivado traquilobano-318
(107-3x10* M) (n = 3), relaxou de maneira significante e dependente de
concentracdo o ileo de cobaia (parcialmente despolarizado) pré-contraido com
3x107 M de S-(-)-Bay K8644 (Grafico 8B). Os valores de CEs, de
traquilobano-318 (CEso = 5,5 + 0,3 x 10™ M) foi cerca de 4 vezes maior quando
comparado ao ileo pré-contraido com KCI (CEsp = 1,4 + 0,2 x 10 M).

O tempo médio para o traquilobano-360 atingir o seu Emax foi de
60 min. para preparacdes pré-contraidas com S-(-)-Bay K8644 e para seu

derivado traquilobano-318 foi em torno de 105 min respectivamente.



75

o_
A
;\3 25+
o)
o
E 50_
©
s
©
X 754
100-
I T T T 1
-7 -6 -5 -4 -3
log [traquilobano-360] M
B 0-
S 25-
(@]
c
(&}
€ 504
@
3
©
v4
75
100-
I T T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3

log [traquilobano-318] M

Gréafico 8 — Efeito de traquilobano-360 (A, n=5) e do traquilobano-318 (B, n=3)
sobre as contracgées tonicas induzidas por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (M) e 40
mM de KCI (O) em ileo isolado de cobaia parcialmente despolarizado. Os
simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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4.2.5 Avaliacdo da participacdo dos canais de potdssio no efeito
espasmolitico do traguilobano-360 e de se derivado traquilobano-318

4.2.5.1 Efeito dos diterpenos sobre as contracdes induzidas por histamina

na auséncia e na presenca de TEA'5 mM

Tanto o traquilobano-360 quanto o seu derivado traquilobano-318
relaxaram (CEso=0,5 + 0,04 x 10* M e 2,0 + 0,5 x 10° M, Figura 11B e 11D) o
fleo de cobaia pré-contraido com histamina na presenca de 5 mM de Tea®, um
bloqueador n&o seletivo de canais para K*, porém com uma poténcia cerca de 3 e
20 vezes menor quando comparada ao relaxamento produzido por traquilobano-
360 e traquilobano-318, respectivamente na auséncia deste bloqueador
(CEsp=1,5+0,3e0,1+0,01x10° M (Gréfico 11A e 11C).

O tempo meédio para o traquilobano-360 atingir o seu Emax Na
presenca de TEA* 5 mM foi de 80 min. e para seu derivado traquilobano-318 foi
de 125 min.
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Figura 11 — Registros originais representativo do efeito do traquilobano-360 (A e
B), e do traquilobano-318 (C e D) na auséncia e presenca de 5 mM de TEA®,
respectivamente em ileo de cobaia (n = 5). As setas para baixo representam as
concentracdes dos diterpenos (M).
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Gréafico 9 — Efeito de traquilobano-360 (A) e de traquilobano-360 (B) sobre as
contracgdes tonicas induzidas por histamina na auséncia (V) e na presenga (A)
de 5mM de TEA® em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente.
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4.2.5.2 Efeito do traquilobano-360 e de seu derivado traquilobano-318 sobre
as contracdes induzidas por histamina na auséncia e na presenca de

glibenclamida, 4-AP, apamina, TEA", ou iberiotoxina

A curva de relaxamento do traquilobano-360 (n = 5), com CEs, de
1,5+0,3x 10° M, ndo foi deslocada para direita na presenca de 10°M de
glibenclamida, bloqueador dos Karp, (CEsy = 0,8 + 0,3 x 10° M, Gréafico 10A); de
0,3 mM de 4-AP, bloqueador dos Ky, (CEso=2,1+0,7x10° M, Figura 12 e
Gréafico 11A); de 100 nM de apamina, bloqueador dos SKca,
(CEsp = 1,2 +0,3 x 10° M, Gréfico 12A), 1 mM de TEA*, bloqueador dos BKca,
(CEso = 1,9 0,7 x 10° M, Gréfico 13A) ou de 97 nM de IbTx blogueador dos
BKca, (CEsp = 1,1 +0,1x 10° M, Gréfico 14A). Ja a curva de relaxamento do
traquilobano-318 (n =5), com CEsy de 0,1+ 0,01 x 10° M, foi deslocada para
direita na presenca de 10> M de glibenclamida (CEso = 1,1 + 0,3 x 10™ M, Figura
12 e Gréfico 10B); de 0,3 mM de 4-AP (CEsy=0,7 + 0,2 x 10> M, Figura 13 e
Gréfico 11B) e de 100 nM de apamina (CEso = 0,7 +0,2 x 10° M, Figura 14 e
Gréfico 12B). A curva de relaxamento do traquilobano-318 ndo foi alterada nem
na presenca de 1 mM de TEA" (CEsp = 0,4 + 0,1 x 10° M, Gréfico 13B) como na
presenca de 97 nM de IbTx (CEsp = 0,2+ 0,07 x 10™ M, Gréfico 14B).

O tempo médio para o traquilobano-318 atingir o seu Emax Na
presenca de glibenclamida, 4-AP e apamina foi de 112,5; 120 e 110 min.,

respectivamente.
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Figura 12 — Registro original representativo do efeito do traquilobano-318 na
auséncia (A, 107 — 10* M) e presenca (B, 3x10™° — 3x10™ M) de glibenclamida em
ileo de cobaia (n= 5). As setas para baixo representam as concentracdes do
traquilobano-318 em molar.
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Gréafico 10 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tbnicas induzidas por histamina na auséncia (H) e na presenca (O) de
10> M de glibenclamida, em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as
barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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Figura 13 — Registro original representativo do efeito do traquilobano-318 na
auséncia (A, 107 — 10“ M) e presenca (B, 10® — 3x10* M) de 4-AP em ileo de
cobaia (n= 5). As setas para baixo representam as concentracbes do

traquilobano-318 em molar.



83

0 |
A
S 25
2
c
(8]
€ 50-
©
3
QO
04
75-
100- n
I T T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3
log [traquilobano-360] M
B
O_
S 257
o)
c
[B)
€ 50-
o
&
&)
04
75-
100- ©

-9.0 75 6.0 45 -3.0
log [traquilobano-318] M

Gréafico 11 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tbnicas induzidas por histamina na auséncia (H) e na presenca (O) de
0,3 mM de 4-AP, em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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Figura 14 — Registro original representativo do efeito do traquilobano-318 na
auséncia (A, 107 — 10* M) e presenca (B, 10® — 3x10™ M) de apamina em fleo de
cobaia (n= 5). As setas para baixo representam as concentracbes do

traquilobano-318 em molar.
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Gréafico 12 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tbnicas induzidas por histamina na auséncia (H) e na presenca (O) de
100 nM de apamina, em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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Gréafico 13 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tbnicas induzidas por histamina na auséncia (H) e na presenca (O) de
1,0 mM de TEA®, em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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Gréafico 14 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tbnicas induzidas por histamina na auséncia (Hl) e na presenca (O) de
97 nM de iberiotoxina, em ileo isolado de cobaia (n = 4). Os simbolos e as barras
verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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4.2.6 Avaliacdo da participacdo da via de sinalizagcdo das PDE/nucleotidios
ciclicos no efeito espasmolitico do traquilobano-360 e do traquilobano-318

4.2.6.1 Efeito de traquilobano-360 e traquilobano-318 sobre as contracdes

tonicas induzidas por histamina, na auséncia e na presenca de aminofilina

Tanto a curva de relaxamento do traquilobano-360 (n = 5) (Gréficos
15A e 15B) com CEsp de 1,5+ 0,3 X 10° M, como a curva de relaxamento do
traquilobano-318 com CEs; de 0,1+0,01x 10°M, ndo foram alteradas
significantemente na presenca de aminofilina, um bloqueador ndo seletivo das

fosfodiesterases.
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Gréfico 15 — Efeito da traquilobano-360 (A) e de traquilobano-318 (B) sobre as
contracdes tonicas induzidas por histamina na auséncia (H) e na presenca (/) de
aminofilina, em ileo isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia e o e.p.m., respectivamente.
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4.2.7 Efeito dos diterpenos sobre a concentracéo citosélica de Ca*" ([Ca*'].)
em miocitos da camada longitudinal do ileo isolado de cobaia

4.2.7.1 Efeito do traquilobano-360 e do traquilobano-318 sobre a [Ca®'].

A figura 15 mostra a intensidade de fluorescéncia do Ca" citosélico
marcado com fluo-4 em miécitos de cultura da camada longitudinal de ileo de
cobaia. A histamina (10° M) induziu um aumento bifasico de fluorescéncia, onde o
pico maximo de fluorescéncia ocorreu em 20 s de exposicdo das células a
histamina, com uma queda da fluorescéncia que se mantém elevada durante todo
o tempo de duracdo da estimulacéo (180 s) (Figura 15A). ApGs a estabilizacao do
aumento da fluorescéncia induzida por histamina (10° M), o traquilobano-360
(3x10™ M) diminuiu a intensidade de fluorescéncia (26,6 + 14,3%) nos primeiros
10 s de exposicdo das células ao diterpeno, mantendo essa reducao (36,2 +
13,8%) durante todo tempo de observacdo, indicando assim uma diminui¢ao
significante na [Ca®"]. em miécitos da camada longitudinal de fleo de cobaia
(Figura 15B e Gréafico 16A) da mesma forma o traquilobano-318 (3x10° M)
diminuiu a intensidade de fluorescéncia (56,6 £ 11,7%) nos primeiros 10 s de
exposicdo das células ao diterpeno, mantendo essa reducao (69,3 + 7,9%)
durante todo tempo de observacao, indicando assim uma diminuigédo significante
na [Ca*]. em midcitos da camada longitudinal de fleo de cobaia (Figura 14C e
Grafico 16B).
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Figura 15 — Registros originais representativos do controle (A) e do efeito de
traquilobano-360 (B) e traquilobano-318 (C) sob o sinal de célcio em células
musculares lisas de ileo de cobaia estimuladas com histamina e carregadas com
fluo-4.
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Gréafico 16 — Efeito do traquilobano-360 (A) e do traquilobano-318 (B) sobre a
fluorescéncia induzidas por 10° M de histamina em miécitos de fleo de cobaia
(n=3). As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m.,
respectivamente. Test t; *p < 0,05 (histamina vs. diterpenos).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram descritos parte dos mecanismos pelos quais o
diterpeno traquilobano-360 bem como o seu derivado hidroxilado, traquilobano-
318, exercem seus efeitos espasmoliticos. Demonstra-se ainda que a modificacédo
estrutural foi responsavel por mecanismos de acdo diferentes bem como o
surgimento de efeito em traquéia, antes ndo observado com o diterpeno natural,

traquilobano-360.

Com base na triagem farmacologica preliminar realizada em aorta
isolada de rato, Utero isolado de rata, traquéia e ileo isolados de cobaia, com o
diterpeno traquilobano-360, isolado das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana,
bem como o seu derivado, observamos que ambos os diterpenos nem
promoveram efeito relaxante em aorta isolada de rato com e sem endotélio
funcional (Figura 5 e 6) demonstrando-se assim que mesmo a modificagao
estrutural realizada no traquilobano-360 nado foi suficiente para causar efeito
espasmolitico em aorta de rato, independente da presenca ou auséncia do
endotélio funcional. De maneira semelhante, em Utero isolado de rata, nenhum
dos diterpenos promoveu efeito tocolitico, tanto frente as contracfes induzidas por
ocitocina quanto as contracBes induzidas por carbacol, sugerindo que a
modificacdo realizada o traquilobano-360 ndo foi suficiente para a obtencdo do
efeito tocolitico em utero isolado de rata (Grafico 1A, !B, 1C e 1D). Esses
resultados diferem dos encontrados com outro diterpeno isolado também de
Xylopia langsdorfiana, o labdano-302, onde Ribeiro (2007) demonstrou que este
diterpeno promovia efeito vasorelaxante em aorta de rato e esse mecanismo
parece envolver a participacdo dos canais para potassio sensiveis a voltagem, os
canais para K retificadores de entrada, canais para calcio dependentes de
voltagem do tipo L (Ca,-L) além da participagdo da via AMPc-PKA neste efeito.
Ainda, Travassos (2010) comprovou, a nivel funcional, que o labdano-302
promove efeito tocolitico em Gtero isolado de rata e este se da por ativacdo dos
canais para K* de grande condutancia sensiveis ao Ca**, dos canais para K* de
pequena condutancia sensiveis ao Ca®" além de envolver a via dos nucleotidios

ciclicos.
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Com o intuito de se investigar uma possivel atividade relaxante do
traquilobano-360 e seu derivado, traquilobano-318, sobre a musculatura das vias
aéreas, avaliou-se seus efeitos sobre a traquéia isolada de cobaia. Neste 6rgéo,
traquilobano-360, até a concentracdo de 10™ M, foi incapaz de promover efeito
relaxante neste 6rgdo tanto na presenca quanto na auséncia de epitélio funcional
(Figura 7A e 7B), no entanto, a modificagdo estrutural realizada por uma reacao
de desacetilagdo do grupo acetato de etila da posicdo 7 do anel central de
traquilobano-360, conferiu atividade relaxante em traquéia isolada de cobaia tanto
na presenca como na auséncia de epitélio funcional (Figura 8A e 8B e Gréfico 2).
Com base nestes resultados pode-se concluir que a hidroxilagdo da molécula de
traquilobano-360 na posicdo 7 do anel central esta fortemente relacionada com o
surgimento do efeito relaxante observado por traquilobano-318 em traquéia de

cobaia.

O epitélio da traquéia tem um papel chave na modulacdo das
respostas a diversos agonistas no musculo liso das vias aéreas, onde a remoc¢ao
mecanica deste epitélio aumenta a resposta a diversos broncoconstritores como a
histamina, acetilcolina e leucotrienos bem como a diversos broncodilatadores
como isoprenalina e nitroprussiato de sodio (SHIKADA; TANAKA, 1995; FEDAN;
SCOTT; JOHNSTON, 2001). Para verificar a integridade do epitélio traqueal foi
utilizado o &cido araquidénico conhecido por promover um efeito relaxante
dependente de epitélio em traquéia (TSCHIRHART et al., 1987). Foi observado
que o efeito de traquilobano-318 independe da presenca de epitélio funcional, ou
seja, os fatores derivados do epitélio ndo estdo envolvidos no efeito deste
diterpeno em traquéia isolada de cobaia, e que provavelmente tal efeito esteja

ocorrendo diretamente na musculatura lisa deste érgao.

Em ileo isolado de cobaia, tanto o traquilobano-360, como seu
derivado traquilobano-318, apresentaram efeito antiespasmadico significante, eles
foram capazes de inibir as contrac¢des fasicas induzidas por carbacol e histamina
(Gréficos 3 e 4). Comparando-se os valores de Clsy do traquilobano-360 e de seu
derivado traquilobano-318 sobre as contracdes fasicas induzidas por carbacol e
histamina em ileo de cobaia, pode-se verificar que ndo houve nenhuma diferenca

significante entre os valores de Clsp destes diterpenos. Com isso, pode-se afirmar
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que eles apresentam efeito antiespasmodico ndo seletivo em relagcdo aos

agonistas testados.

O modelo do musculo liso intestinal € um meio importante para se
investigar mecanismos de acdo de substancias que possam ser utilizadas em
processos fisiopatolégicos, como diarréias e colicas intestinais.

Em ileo de cobaia, varios agentes contrateis, como 0s agonistas
muscarinicos (TRIGGLE et al.,, 1989) e o KCI (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976),
causam uma resposta contratil bifasica, consistindo em uma contracéo inicial
transiente — componente fasico (< 30 s), seguido por uma contracdo sustentada —
componente tbénico, que se desenvolve lentamente ao longo de 15 minutos e é
mantida durante o periodo de exposicdo ao agente contratii (TRIGGLE;
TRIGGLE, 1976; VAN BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979;
BOLTON, 1979). Esta resposta bifasica é devido a fonte dual de Ca** no musculo
liso. E sugerido que a contracdo fasica é causada por liberacdo de Ca*" dos
estoques intracelulares mediados por IP; (ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et
al., 1989) enquanto que a contracao ténica é atribuida ao influxo de Ca** através
dos canais para calcio dependentes de voltagem (Cay), uma vez que a contracao
tbnica é suprimida pelo bloqueador de Cay, verapamil (JIM et al., 1981).

No musculo liso de ileo de cobaia, tanto a contracédo fasica como a
ténica sdo dependes do Ca®" extracelular, uma vez que ambas as contracdes
foram inibidas na auséncia de Ca®" extracelular (HONDA; TAKANO; KAMIYA,
1996). A remocédo de fons Ca?* do meio externo bloqueia totalmente a resposta
contratil tanto a agentes despolarizantes como a agonistas em poucos segundos,
sugerindo que as fontes intracelulares de Ca®" ndo contribuem significativamente
para o nivel de tensdo atingido (NOUAILHETAS et al.,, 1985). No entanto, a
influencia do Ca®" extracelular é relativamente maior na resposta contratil ténica
comparado com a fasica (TRIGGLE et al., 1979).

Como os mecanismos envolvidos na manutencdo da fase tbnica da
contracdo diferem daqueles da fase fasica em ileo isolado (ABDELLATIF, 1989;
KOBAYASHI et al.,, 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996), resolveu-se
verificar se os diterpenos além de promover efeito antiespasmodico ainda
promoveriam o relaxamento do ileo isolado de cobaia pré-contraido com KCl,

carbacol e histamina.
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Como o ileo € um 6rgédo totalmente dependente de variacdo do
potencial de membrana (NOUAILHETAS et al., 1985) e como o componente
tbnico da contracdo induzida por agonistas de acoplamento misto (UNNO;
KOMORI; OHASHI, 1995; BOLTON et al., 1981) ou por um agente despolarizante
(KCI) é mantido quase que exclusivamente por influxo de calcio através dos Cay
(BOLTON, 1979; REMBOLD, 1996; BOLTON et al., 2006), levantou-se a hipotese
de que os diterpenos poderiam estar agindo por bloqueio do influxo de Ca*
através dos Cay.

Para verificar esta hip6tese, avaliou-se o efeito do traquilobano-360
e de seu derivado traquilobano-318 sobre o componente tonico da contracdo
induzida por KCI (acoplamento eletromecéanico) e carbacol ou histamina, que
agem por acoplamento misto (BOLTON et al., 1981) em ileo de cobaia. Como
mostram as figuras 9 e 10 e graficos 6A e 6B, semelhante ao observado com a
avaliacdo frente as contracdes fasicas, ambos diterpenos testados inibiram de
maneira dependente de concentracdo as contracdes tbnicas induzidas por todos
0S agentes contrateis utilizados, indicando que 0s mecanismos de acéo
relaxantes podem ser semelhantes aqueles que inibem as contracdes induzidas
por agonistas em ileo de cobaia.

Analisando os valores de CEsp do traquilobano-360 e do seu
derivado, traquilobano-318, verifica-se que: tanto quando o Orgdo era pré-
contraido com KCI ou com carbacol ndo foi observada diferenca significante entre
as poténcias farmacoldgicas dos diterpenos, sugerindo que provavelmente a parte
da molécula responsavel pelo efeito espasmolitico em ileo de cobaia
pré-contraido por KCI ou carbacol ndo é o grupo da posi¢do 7 do anel central da
molécula de traquilobano-360. Interessantemente, quando o O0rgdo era
pré-contraido por histamina, foi observada uma diferenca significante entre a
poténcia farmacologica do traquilobano-360 e de seu derivado traquilobano-318.
A poténcia farmacoldgica do derivado traquilobano-318 foi cerca de 15 vezes
maior quando comparada a do seu diterpeno de origem, traquilobano-360, o que
nos leva a acreditar que a hidroxila na posicdo 7 do anel central de
traquilobano-318 é a responsavel pelo aumento da poténcia farmacolégica em

ileo de cobaia pré-contraido por histamina.
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Assim, com o intuito de verificar se o efeito dos diterpenos estaria
ocorrendo por uma acao direta nos receptores de histamina decidiu-se investigar
a natureza do antagonismo exercido pelo traquilobano-360 e traquilobano-318
frente as contracdes induzidas por histamina em ileo de cobaia, avaliando uma
possivel interacdo direta entre os diterpenos e os receptores H; da histamina.
Verificamos que tanto o traquilobano-360 quanto o traquilobano-318 inibiram, de
forma significante e dependente de concentracdo, as contracdes cumulativas
induzidas por histamina. O fato das curvas controles cumulativas a histamina
terem sido desviadas para a direita de forma nao paralela e com inibicdo dos
efeitos maximos é sugestivo de antagonismo ndo competitivo (Gréficos 5A e 5B),
o que foi confirmado pelos valores dos “slopes” do grafico de Schild para
traquilobano-360 e traquilobano-318 terem diferido da unidade. Descartando—se
assim a possibilidade destes estarem ligando-se diretamente aos receptores
histaminérgicos H; para exercer seus efeitos espasmoliticos em ileo de cobaia.

O fato do traquilobano-360 e seu derivado traquilobano-318 ter relaxado
o ileo pré-contraido por agentes (farmaco e eletromecanico), somado ao fato dos
diterpenos nao terem acao direta nos receptores histaminérgicos € sugestivo de
que eles possam estar agindo por bloqueio do influxo de Ca*" através dos Cay,
uma vez que a manutencdo da contracdo tbnica € majoritariamente sustentada
pelo influxo de Ca?* através dos destes canais (JIM et al., 1981).

Diante do exposto, com o objetivo de verificar se o traquilobano-360
e o traquilobano-318 estariam agindo no blogueio do influxo de Ca*" através dos
Ca, em ileo de cobaia, avaliou-se os seus efeitos frente as contracdes
cumulativas induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca?*.
Este protocolo baseia-se no fato de que a contracdo se dara, quase que
exclusivamente, pelo Ca®" proveniente do meio extracelular, jA4 que a
despolarizacdo promovida pela elevada [K']e induz a abertura dos Cay
(REMBOLD, 1996). Observamos que o traquilobano-360 e traquilobano-318
inibiram, de maneira dependente de concentragédo, as contragdes induzidas por
CaCl,. As curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para a direita com
reducdo do Enax (Grafico 7A e 7B). Os valores de CEsp do CaCl, aumentaram na
presenca de concentracdes crescentes tanto da traquiloban0-360 quanto de seu
derivado, traquilobano-318. Esses resultados mostram que a modificacéo
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estrutural realizada no traquilobano-360 ndo foi capaz de conferir efeito
diferenciado para o traquilobano-318, e que, provavelmente nédo € o grupamente
presente na posicao 7 da molécula de traquilobano-360 o responsavel pelo efeito
antagonizador das contracbes induzidas pelo CaCl, em ileo de cobaia.
Resultados semelhantes foram obtidos com labdano-302, outro diterpeno isolado
de Xylopia langsdorfiana, por Macédo (2008) em ileo isolado de cobaia.

Esses dados, tomados em conjunto reforcam a hipdtese que os
diterpenos est&o inibindo o influxo de Ca*" provavelmente através dos Cay. A
pergunta que veio na sequéncia foi: qual subtipo de canal de calcio dependente
de voltagem estaria envolvido no efeito dos diterpenos em ileo isolado de cobaia?

Os canais para célcio dependentes de voltagem tém sido
inicialmente classificados como sendo do tipo L, N, P/Q, R e T dependendo de
varias propriedades eletrofisiolégicas e farmacoldgicas (CATTERALL et al., 2005).

Os Ca, do tipo L tem sido chamados como Cayl.1-Cayl.4 que sao
sensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem; os do tipo N como
Cay2.2, os do tipo P/Q como Cay2.1, os do tipo R como Cay2.3 que sao sensiveis
a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem; e os canais do tipo T como
Cay3.1-Cay3.3 que sdo canais ativados por baixa voltagem (ERTEL et al., 2000;
ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).

Uma importante localiza¢cdo dos canais do tipo Ca,l, que sdo alvos
de blogueadores de canais para calcio usados na terapéutica, sdo as células
musculares cardiacas e lisas. Os neurdnios expressam principalmente Cay?2.2,
Cay2.1 e Cay2.3 (listados na ordem de importancia). Cay2.2 e Cay2.1 sdo os
canais responsaveis pela liberacdo de neurotransmissor tanto nas sinapses
centrais quanto nas periféricas. (LUNDY; FREW, 1988,1994; WATERMAN, 2000).

No musculo liso, os Ca,1 s&o melhores caracterizados e é o maior
responsavel pelo influxo de Ca®*, cujo sitio de ligacdo para seus bloqueadores
esta na subunidade a4, embora nele existam quatro outras unidades complexadas
(2a,1pBely) (VOGALIS et al,, 1991; KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995;
KNOT et al., 1996). Um dos Ca, envolvido com func¢des fisiologicas da contracao
do musculo liso é o Cay3.2 ou Cay-T (SARSERO et al., 1998; CATERRALL et al.,
2005), além dos canais que sdo mais expressos em ileo de cobaia, que séo os do
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tipo L (Cay-L) (BOLTON, 1979; TOMITA, 1981) recentemente descritos por
Caterral e colaboradores (2005) como Cay 1.2.

Com o intuito de verificar se o Ca, envolvido na acdo espasmolitica
de traquilobano-360 e traquilobano-318 seria o Ca,-1 avalisou-se o efeito dos
mesmos sobre as contra¢des tdnicas induzidas pelo sobre o ileo pré-contraido
com o derivado di-hidropiridinico S-(-)-Bay K8644, um agonista dos Cay1, que age
por ligacdo direta na sua subunidade o, e ndo por despolarizacdo (SPEDDING,
PAOLETTI, 1992). Nestas condi¢des foi observado que tanto traquilobano-360
como traquilobano-318 (Graficos 8A e 8B) induziram relaxamento do ileo, de
maneira dependente de concentracdo. Comparando-se esse efeito espasmolitico
com o que foi observado quando as contragdes tonicas foram induzidas por KCl,
um agente despolarizante de acoplamento eletromecanico (que causa ativagcéo de
Ca,), pode-se constatar que nao houve diferenca significante entre os valores de
CEso, confirmando a participacdo dos Ca,-L no mecanismo de acdo relaxante do
traquilobano-318. Entretanto, n&o se descarta a participagdo de outros
mecanismos envolvidos no efeito destes diterpenos.

Os canais para potassio desempenham um papel chave na
regulacdo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a
contracdo do musculo liso dependente do balanco entre o aumento da
condutancia ao fon K*, levando a uma hiperpolarizacéo/repolarizacdo, e a
diminuicdo da condutancia ao K*, levando a uma despolarizacdo (KNOT et al.,
1996). Eles estdo envolvidos em varias fungdes fisioldgicas, tais como, potencial
de membrana celular e secrecdo de horménios e de neurotransmissores. Sua
atividade pode ser regulada por voltagem, Ca** ou por neurotransmissores e
consequentemente as vias de sinalizagcdo que eles estimulam (ALEXANDER,
MATHIE; PETERS, 2008), e é o movimento dos ions K* por canais presentes na
membrana plasméatica que regula o influxo de Ca?" através dos Cay
(THORNELOE; NELSON, 2005).

Diante dos resultados com o S-(-)-Bay K 8644, criou-se a hipotese
de que os diterpenos poderiam estar ativando canais para K e blogueando,
assim, indiretamente os canais Cay.

Os ativadores de canais para K* sdo substancias que incluem um

grupo de diversas moléculas com um largo potencial terapéutico (QUEST, 1992,
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EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem 0s canais para
K", causando hiperpolarizacdo de membrana através do aumento do efluxo de K”,
desta forma causando diminuicdo da [Ca*]i e conseqiente relaxamento do
musculo liso (QUEST; COOK, 1989).

A associacdo entre o aumento da atividade dos canais para K* e o
relaxamento do musculo liso vem sendo estudada em varios tecidos e em
diversos tipos de canais para K. Alguns autores descreveram a presenca dos
canais para K' sensiveis ao ATP (Katp) em traquéia de cobaia (SHIKADA,;
TANAKA, 1995), em musculo longitudinal de ileo de rato (DAVIES; McCURRIE;
WOOD, 1996) e de cobaia (SUN; BENISHIN, 1994), uretra de cobaia
(TERAMOTO; BRADING; ITO, 1999), e em traquéia de gato (TERAMOTO;
NAKASHIMA; ITO, 2000) e dos canais para K" dependentes de voltagem (Ky) em
artérias pulmonar (WANG et al., 1997; YUAN et al., 1998; DAVIES; KOZLOWSKI,
2001), mesentérica (XU et al., 1999), e aorta de rato (RIBEIRO et al., 2007); em
musculo liso gastrintestinal (SCHMALZ et al., 1998; FREY et al., 2000). Também
foi evidenciada a presenca de canais para K ativados por Ca?* de pequena
condutancia em utero de rata (SILVA; OKUYAMA,; PAIVA, 1996), em aorta de rato
(SILVA et al., 1994) e de canais para K* ativados por Ca?* de grande condutancia
(BKca) em musculo longitudinal de ileo de cobaia (UYAMA; IMAIZUMI,
WATANABE, 1993), em traquéia de porco (KANNAN; JOHNSON, 1995), e de
cobaia (HIRAMATSU et al., 1994; GARCIA-CALVO et al., 1994; RIBEIRO et al.,
2007), em aorta de coelho (DEMIREL et al., 1994), em miométrio humano
(ANWER et al., 1993, MEERA et al., 1995), em artérias mesentérica de cobaia
(HILL et al., 1997), e aorta de rato (BELEVYCH et al., 2002), em ileo de cobaia
(HONG; ROAN; CHANG, 1997; SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 1999) e na
bexiga urinaria (PETKOV et al., 2001), entre outros.

No presente estudo, a participacdo dos canais para K' no efeito
espasmolitico do traquilobano-360 e do traquilobano-318 em ileo de cobaia foi
investigada, utilizando bloqueadores de canais para K° como ferramentas
farmacoldgicas, comparando os efeitos obtidos com o diterpeno natural com os
efeitos obtidos com o seu derivado hidroxilado, traquilobano-318.

O fato da curva de relaxamento tanto do traquilobano-360 (Grafico
9 A) como a de seu derivado traquilobano-318 (Grafico 9 B) ter sido desviada
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significantemente para a direita na presenca de tetraetilamonio na concentragao
de 5mM, que é relatada como sendo inespecifica para todos os canais para K*
sugere a participacdo destes canais no efeito espasmolitico dos diterpenos em
estudo em ileo de cobaia.

Os Karp foram primeiro identificados em midcitos ventriculares
(NOMA, 1983). Depois foram identificados em, células B-pancreéticas, masculo
esquelético, neurénios e musculos lisos (TERAMOTO, 2006). Varios tipos de Karp
nativos foram identificados em varios tipos de musculos lisos vasculares e
viscerais (YUNOKI; T, TERAMOTO; ITO, 2002; CUI et al., 2002).

Uma caracteristica priméaria deste canal & ser inibido por ATP
intracelular, sulfoniluréias como, por exemplo, a glibenclamida e a tolbutamida, e
por baixa concentracdo de Ba®* (STANDEN et al., 1989; SANBORN, 2000). No
entanto, hoje se sabe que existem subtipos de Katp que séo relativamente
insensiveis aos niveis basais de ATP, mas sdo bloqueados seletivamente pela
glibenclamida do mesmo modo que os demais (MISHRA; AARONSON, 1999).
Sun e Benishin (1994) mostraram que 0s Karp podem estar presentes em
musculo longitudinal de ileo de cobaia, pois a cromakalina, nicorandil e pinacidil,
ativadores desses canais, foram capazes de inibir as contragdes tonicas induzidas
por histamina (0,5 uM) e KCI (30 mM).

Para verificar se traquilobano-360 e traquilobano-318 estariam
ativando os Katp, avaliou-se o efeito relaxante destes na auséncia e presenca de
glibenclamida, um bloqueador dos Karp. A curva de relaxamento promovida por se
traquilobano-360 (Gréafico 10A) na presenca de glibenclamida néo diferiu daquela
na auséncia deste bloqueador, descartando assim a participacdo dos Karp No
efeito deste diterpeno. Interessantemente, a curva de relaxamento do
traquilobano-318 foi significantemente desviada para a direita passando de
0,1+0,01x10°M para 1,1+0,3x10°M (Grafico 10B) com uma reducdo de
cerca de 11 vezes na poténcia farmacoldgica do traquilobano-318. Este fato é
sugestivo de que traquilobano-318 esta promovendo o seu efeito espasmolitico
por ativacdo dos Karp, sugerindo ainda que a modificagdo estrutural esteja
relacionada com tal efeito uma vez que a porgao hidroxi presente na posicao 7 da

molécula do diterpeno € o que ha de diferente na molécula precursora.
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Sabendo-se da importancia dos canais para K* sensiveis a voltagem
(Kv) na manutencao do potencial de repouso no ileo de cobaia e por sua grande
densidade neste 6rgdo (GORDIENKO et al., 1999), levantou-se a hipotese de que
traquilobano-360 e traquilobano-318 poderiam estar relaxando ileo de cobaia por
ativacéo dos Ky e, indiretamente, bloqueando o influxo de Ca®" via Cay.

A 4-aminopiridina (4-AP) é uma ferramenta farmacoldgica conhecida
por bloquear os canais Ky e é usada para o estudo do mecanismo de acao de
varias substancias com atividade relaxante da musculatura lisa (SATAKE;
SHIBATA; SHIBATA, 1997; HUANG et al., 1999; LI et al., 1999; PELAIA et al.,
2002). Sendo assim, foi investigada a participacéo dos Ky, bloqueados pela 4-AP,
no efeito relaxante dos diterpenos em ileo de cobaia. A curva de relaxamento do
traquilobano-360 (Grafico 11A) ndo mostrou qualquer alteracdo significativa na
presenca da 4-AP, descartando a hip6tese de envolvimento destes canais no
efeito de traquilobano-360. De forma diferente, a curva de relaxamento do
traquilobano-318 foi desviada para a direita (Grafico 11B) com reducdo em torno
de 7 vezes na poténcia farmacoldgica deste derivado. Esses resultados sugerem
que, em nivel funcional, este diterpeno relaxa o ileo de cobaia por ativacdo dos
canais para K* sensiveis a voltagem e que este efeito possa estar se dando por
contribuicdo da hidroxila na posicédo 7 da molécula do diterpeno.

Outra familia de canais para K* existentes é a dos canais para K*
ativados por Ca?* (Kca). Estes contribuem para a repolarizacdo do potencial de
acdo e sao divididos em trés grandes familias com base em suas condutancia,
cinética e farmacologia (SAH; FABER, 2002): 1) canais para K* ativados por Ca**
de pequena condutancia (SKca), sdo bloqueados por apamina; 2) canais para K*
ativados por Ca* de condutancia intermediaria (IKc.) bloqueados pelo
clotrimazole, e 3) canais para K* ativados por Ca®" de larga condutancia (BKca)
gue sado bloqueados por toxinas, como caribdotoxina e iberiotoxina, ou por baixas
concentragdes de TEA®. Os canais do tipo SKc, € 1K, S80 insensiveis a voltagem
e ativados por baixa concentracéo de Ca®" intracelular (< 1,0 uM), em contraste
aos BKc, que sdo ativados tanto por voltagem como por Ca?* (WEI, et al., 2005).

Os canais K¢, foram subdivididos da seguinte forma: no grupo dos
BKca sdo chamados de Kcal.1 (WEI et al., 2005), enquanto que no grupo dos
SKca estdo incluidos 0s Kca2.1, 2.2 e 2.3 (KOHLER et al.,, 1996), e os IKca
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passaram a ser chamados de Kca3.1 (ISHII et al.,, 1997; JOINER et al., 1997).
Trés outros membros deste grupo, Kca4.1; 4.2 e 5.2 (JOINER et al.,, 1997;
SCHREIBER et al., 1998; YUAN et al., 2003), foram incluidos no grupo dos Kca,
uma vez que todos apresentam uma semelhanca estrutural (WEI et al., 2005),
apesar de ndo serem ativados por Ca?*. Os canais Kca4.2 e Kca4.1 séo ativados
pelo Na* e CI intracelular (YUAN et al., 2003), enquanto 0 Kca5.1 é sensivel ao
pH (SCHREIBER et al., 1998).

Os canais Kcal.1 sdo encontrados em cérebro, coclea, musculo
esquelético e musculo liso. Ja os Kca2.1; 2.2 e 2.3 sé@o largamente encontrados
em cérebro, coracdo e alguns tipos de musculo liso. Enquanto que 0s Kca3.1
estdo presentes na placenta, prostata, linfocitos, pancreas e endotélio vascular
(WEI et al., 2005).

Inicialmente, hipotetizou-se que 0s canais Kc,2 poderiam ser alvos
para os diterpenos em estudo para que 0sS mesmos causassem seus efeitos
espasmoliticos. Para confirmar essa hipétese se fazia necessario que houvesse
uma inibicdo da curva de relaxamento induzido pelos diterpenos, o que néo foi
observado para o traquilobano-360 (Grafico 12A), onde a curva de relaxamento
ndo foi modificada pela presenca de apamina, um bloqueador dos SKc,. Ja a
curva de relaxamento induzida por traquilobano-318, em ileo de cobaia, foi
desviada para a direita de maneira significativa, com reducdo em cerca de 7
vezes na poténcia relaxante (Gréafico 12B), também sugerindo que assim como 0s
Katp, Ky, também os SKc, estdo envolvidos no efeito espasmolitico do
traquilobano-318 e ndo de seu diterpeno de origem, traquilobano-360, reforcando
a idéia de que possa ser a presenca da hidroxila na posi¢cdo 7 deste diterpeno o
grupamento responsavel por tal efeito.

Romero et al. (1998) utilizando a configuracdo “cell-attached” da
técnica de “patch-clamp” caracterizou uma populagdo de canais BKca que séo
indiretamente ativados pela angiotensina II, um agonista contratil que induz
dessensibilizacdo do componente ténico da contracdo em ileo de cobaia. Logo
depois, Silva, Nouailhetas e Aboulafia (1999) demonstraram que a
dessensibilizacdo do componente ténico induzida pela angiotensina Il é devido a
abertura dos BKc, levando a uma repolarizacéo e consequentemente fechando os

Cav responsaveis pelo influxo de Ca®*" que sustenta o componente tdnico no ileo
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de cobaia. A hiperpolarizacdo resultante do aumento da atividade destes canais,
constitui desta forma, um importante mecanismo de “feedback” para regulagao
dos Cay. Os BKca sd@0 sensiveis ao Ca®* e a voltagem, desta forma a sua
sensibilidade aparente ao Ca?* é aumentada quando a membrana esta
despolarizada (McMANUS et al., 1995).

Diante dessas premissas passou-se a investigar se traquilobano-360
e traquilobano-318 estariam agindo sobre o0s canais BKc, ativando-os e
consequentemente levando a uma repolarizacdo de membrana que levaria a um
bloqueio indireto dos Cay. Em presenca de 1 mM de TEA®, uma concentragio
especifica para bloquear apenas os BKca (LATORRE et al.,, 1989; KNOT;
BRAYDEN; NELSON, 1996), a curva de relaxamento tanto do traquilobano-360
guanto a curva do traquilobano-318 ndo foram desviadas para direita (Grafico 13A
e 13B) quando comparadas com as curvas na auséncia deste blogueador. Estes
dados demonstram que provavelmente o relaxamento produzido pelos diterpenos
em ileo isolado de cobaia ndo esta associado a abertura dos BKc,. Por TEA" se
tratar de um ion e, portanto poder se ligar em outros canais, para confirmar que
realmente os BKc, ndo estariam envolvidos no efeito dos diterpenos, verificou-se
que iberiotoxina, um bloqueador especifico dos BKca (GALVEZ et al., 1990;
CANDIA; GARCIA; LATORRE, 1992; ABOULAFIA et al., 2002), também né&o
deslocou para direita a curva de relaxamento de taquilobano-360 (Grafico 14A)
bem como de seu derivado taquilobano-318 (Grafico 14B). Dessa maneira
podemos sugerir que: a modificacédo estrutural realizada no traquilobano-360 nao
foi suficiente para o surgimento do efeito do diterpeno sobre os canais BKc, € 0S
diterpenos nédo tem os BKc, como alvos farmacoldgicos para promoverem seus
efeitos.

Desta forma podemos sugerir que o traquilobano-360 pode estar
atuando em outros tipos de canais para K™ aqui ndo estudados como os canais
retificadores de entrada (Kj), mas nao pelos Katp, Ky, SKca € BKca para promover
efeito espasmolitico em ileo de cobaia. Ainda que traquilobano-318 relaxa ileo de
cobaia por ativar canais para K* (Katp, Kv € SKca) 0 que poderia levar a uma
repolarizacdo de membrana das células musculares de ileo de cobaia,
conseqiientemente bloquearia o influxo de Ca®, reduzindo assim a [Ca®]. e

produzindo relaxamento deste 6rgéo. O fato de os tempos médios de relaxamento
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do ileo de cobaia ter aumentado significativamente na presenca dos bloqueadores
dos canais Katp, Kv € SKca, reforca a hipotese da participacdo destes canais no
mecanismo de acdo espasmolitica de traquilobano-318.

As fosfodiesterases de nucleotidios ciclicos (PDEs) estédo
amplamente distribuidas em varios tecidos de mamiferos, incluindo o muasculo
liso, sendo distribuidas em 11 familias distintas (PDE1-11) e tendo como funcao a
hidrolise do AMPc e do GMPc resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o
5-GMP, que ndo sdo capazes de ativar, respectivamente, a PKA e a PKG,
cessando assim a sinalizacdo celular dependente do aumento destes nucleotidios
ciclicos (LUGNIER, 2006).

Substancias capazes de aumentar o conteudo intracelular de AMPc
ou GMPc tem seu efeito relaxante potencializado pela inibicdo das PDEs em
varios tecidos devido ao acumulo do contetudo total desses nucleotidios
(BENDER; BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006). Uma maneira indireta para se
investigar a participacdo de nucleotideos ciclicos em nivel funcional no efeito
relaxante de uma droga teste € a utilizacdo de inibidores de PDEs, como a
aminofilina (HIRSCH et al., 2000).

E relatado que os canais para K' possuem moduladores
intracelulares, e um grupo de grande relevancia sdo os nucleotidios ciclicos, como
o AMPc e o0 GMPc, de maneira direta ou por ativacado de suas proteinas cinases
especificas, PKA e PKG, respectivamente. (KUME et al., 1989; WHITE et al.,
1993; KUME et al.,1994; REMBOLD, 1992; MINAMI et al., 1993). Se o efeito dos
diterpenos dependesse do aumento nos niveis dos nucleotidios ciclicos, as suas
respostas deveriam ser potencializadas na presenca deste inibidor. Os resultados
mostram que a aminofilina ndo modificou a resposta relaxante nem de
traquilobano-360 (Grafico 15A) nem de seu derivado, traquilobano-318 (Grafico
15B), o que descarta a participacao dos nucleotidios ciclicos para uma provavel

ativacdo dos canais para K”.

Para ocorrer o relaxamento da musculatura lisa faz-se necessario a
reducdo da [Ca®']., uma vez que o desencadeamento da contracdo e parte da
manutencdo desta contracdo depende do aumento da [Ca®']. (SOMLYO;
SOMLYO, 1994). Com o advento das técnicas de medida de fons Ca*" utilizando

como ferramentas indicadores fluorescentes sensiveis ao Ca**, as mudancas na
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[Ca®*]. tem sido realizadas em vérios tipos de musculos lisos. E recentes avancos
direcionados na tecnologia de imagem, especialmente com microscopia confocal,
facilitaram a observacdo das caracteristicas espaciais dos eventos e suas
relacbes entre organelas e microdominios de membrana (WRAY; BURDYGA;
NOBLE, 2005).

Para se comprovar uma possivel reducédo na [Ca®]. por parte de
traquilobano-360 e seu derivado traquilobano-318, o efeito dos mesmos foi
observado sobre a intensidade de fluorescéncia do Ca?* citoplasmatico marcado
com fluo-4 e detectado em midcitos de cultura da camada longitudinal de ileo de
cobaia. Os registros mostram que a concentracées de 3 x 10™° M dos diterpenos,
em experimentos separados, foram capazes de reduzir, em poucos segundos, a
intensidade de fluorescéncia, o que reflete a diminuicdo da [Ca*]. (Figura 15 e
Gréfico 16A e 16B). Estes resultados em midcitos confirmam, em nivel funcional,
o efeito relaxante observado em ileo de cobaia, e como ndo houve diferenca
significante entre a reducao da intensidade de fluorescéncia induzida pelos dois
diterpenos é plausivel afirmar que a modificacdo estrutural dada pela substituicdo

do grupo acetoxi pelo grupo hidroxi ndo é determinante para a reducéo da [Ca®'].

Como o traquilobano-318 envolve modulacéo positiva de canais K*
(Katp, SKca € K, ) (Gréficos 10B, 11B e 12B) e o traquilobano-360 nao (Graficos
10A, 11A e 12A ) entdo pode-se sugerir que a reducdo da [Ca**]. induzida pelos
dois diterpenos em nivel celular parece ndo ser a conseqiéncia majoritaria da
modulacao positiva dos canais para K*, uma vez que a reducéo [Ca?']. ocorre de

maneira equipotente com os dois diterpenos testados.

Desta forma, este trabalho relata, pela primeira vez na literatura
cientifica, parte do mecanismo de acdo espasmolitica do traquilobano-360 bem

como de seu derivado hidroxilado, traquilobano-318, em ileo isolado de cobaia.
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6 CONCLUSOES

No estudo da investigacdo do efeito espasmolitico do traquilobano-
360 bem como de seu derivado hidroxilado traquilobano-318 visando elucidar o

mecanismo de acdo destes diterpenos, pode-se concluir que:

e Os diterpenos nao possuem efeito espasmolitico significante em aorta de
rato independente de endotélio funcional e Utero de rata;

e A modificacdo estrutural realizada na posi¢éo 7 do traquilobano-360, com
a substituicdo do grupo acetoxi pelo hidroxi , foi determinante para o efeito
relaxante em traquéia isolada de cobaia;

e Possuem efeito espasmolitico ndo seletivo em ileo isolado de cobaia em
relagdo aos agentes contracturantes testados;

e O efeito espasmolitico exercido pelos diterpenos em ileo de cobaia ndo se
da por bloqueio competitivo dos receptores de histamina;

e Os diterpenos bloqueiam os canais para calcio operados por voltagem
(Ca,), em especial os do tipo 1.2;

e O efeito de traquilobano-318 tem como alvo farmacoldgico, em nivel
funcional, os canais para potassio, particularmente, os subtipos Katp, Ky €
SKca, €nquanto que seu precursor, traquilobano-360 parece nao ter esses
canais como alvo para seu efeito espasmolitico;

¢ O efeito dos diterpenos ndo envolve a via dos nucleotidios ciclicos

e Os diterpenos reduzem, de maneira eqtipotente, a [Ca®']. em miécitos da

camada longitudinal de ileo de cobaia.

e A reducdo da [Ca®"]. induzida pelos dois diterpenos em nivel celular ndo é
consequUéncia majoritaria da modulacdo positiva dos canais Karp, Ky €
SKCa
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