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Envolvimento de canais para potassio e de nucleotidios ciclicos no mecanismo de agao tocolitico
do acido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico (labdano-302) em (tero isolado de rata
TRAVASSOS, R. A. (2010)

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo de Mestrado, LTF/CCS/UFPB

RESUMO

O é&cido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-0ico (labdano-302) € um diterpeno isolado
das cascas do caule de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. Em estudos
anteriores Ribeiro (2003) demonstrou que o labdano-302 inibiu de maneira
equipotente as contragfes fasicas induzidas por carbacol e ocitocina em utero de
rata. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o mecanismo de acao tocolitico
do labdano-302. As contragcbes isométricas e isotdnicas foram monitoradas e os
parametros de poténcia e eficacia relativas foram determinados a partir de curvas
de concentragOes-resposta cumulativas. O labdano-302 inibiu as curvas
cumulativas ao carbacol (pD’, =3,4 + 0,1; r*=0,9 + 0,05) e ocitocina (pD", = 3,8
+0,2; ’= 0,9 + 0,04) e estas foram desviadas para direita, de forma nao paralela
(“slope” de Schild = 0,15 + 0,04 e 1,13 £ 0,1 respectivamente), com reducao do
Emax, sugerindo um antagonismo n&o competitivo. O labdano-302 né&o foi eficaz
em antagonizar as contra¢cdes induzidas por 60 mM de KCI apresentando um Eax
= 9,75 £ 0,07%, por outro lado, labdano-302 relaxou de maneira significante e
dependente de concentracdo quando o Utero era pré-contraido por ocitocina (pD»
= 4,3 £ 0,06), sugerindo que este diterpeno deve estar agindo por uma modulacéo
positiva de canais para potassio. Os canais para K* desempenham um papel
chave na regulagcdo do potencial de membrana e modulagdo dos Cay, entéo
decidiu-se investigar a participacdo desses canais na acgao tocolitica do labdano-
302. A poténcia relaxante de labdano-302 (pD, = 4,3 + 0,06) foi reduzida em
aproximadamente 16 vezes na presenca de CsCl (pD,; = 3,1 £ 0,06), bloqueador
n&o seletivo dos canais para K*, confirmando a participacédo de canais para K* no
efeito relaxante do labdano-302. Para verificar qual(is) canal(is) para K" estariam
envolvidos usou-se bloqueadores seletivos desses canais. O fato da 4-
aminopiridina, bloqueador seletivo dos canais para K* abertos por voltagem (K,), e
da glibenclamida, bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao ATP (Katp)
nao alterar o efeito relaxante do labdano-302 indica que os Ky € 0s Karp Ndo
estariam envolvidos em seu mecanismo de acdo tocolitico. Entretanto, a curva
concentracdo-resposta de relaxamento induzida pelo labdano-302 foi desviada
para direita na presenca de apamina (pD, = 3,8 = 0,03), um bloqueador seletivo
dos canais para K* ativados por Ca®* de pequena condutancia (SKca), ou de
tetraetilamoénio 1 mM (pD, = 3,6 £ 0,04), que nesta concentragao € um bloqueador
seletivo dos canais para K de grande condutancia ativados por célcio (BKca). A
participacdo dos BKc, foi confirmada utilizando um bloqueador especifico para
esses canais a iberiotoxina (IbTx) (pD. = 3,8 £ 0,06), sugerindo o envolvimento
dos SKc, e dos BKc, No mecanismo de acéo tocolitico do labdano-302 em utero
isolado de rata. A aminofilina um inibidor ndo seletivo de fosfodiesterases (PDE)
potencializou (pD, = 7,8 £ 0,1) em cerca de 320 vezes o relaxamento produzido
por labdano-302 em Utero de rata. Conclui-se que o mecanismo de acao relaxante
do labdano-302 em utero isolado de rata envolve a modulagéo positiva de canais
para K, mais especificamente 0os SKc, € BKca, que modulam indiretamente os
Cay, levando a uma conseqiiente reducéo da [Ca®']., e que nucleotidios ciclicos
como o0 AMPc e GMPc podem estar envolvidos nesta agao.

Palavras-chave: Labdano-302. Acado tocolitica. Canais para potassio.
Nucleotidios ciclicos. Utero de rata.
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Involvement of potassium channels and cyclic nucleotides in the tocolytic action of
8(17),12E,14-labdatrien-18-oic acid (labdane-302) in rat uterus.

TRAVASSOS, R. A. (2010)

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo de Mestrado, LTF/CCS/UFPB

ABSTRACT

8(17),12E,14-labdatrien-18 oic acid (labdane-302), is a diterpene isolated from the
stem bark of Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. In a preliminary study, Ribeiro
(2003) demonstrated that labdane-302 inhibited in an equipotent manner the
phasic contractions induced by carbachol or oxytocin in rat uterus. The aim of the
present study was to investigate the spasmolytic action mechanism of
labdane-302 in that organ. Isometric and isotonic contractions were monitored and
the parameters of relative potency and efficacy were determined from cumulative
concentration-response  curves. Labdane-302 inhibited the cumulative
concentration-response curves to carbachol (pD", = 3.4 + 0.1; r*= 0.9 + 0.05) and
oxytocin (pD’, =3.8 + 0.2; r*’=0.9 + 0.04) these were shifted to the right, in a
non-parallel manner (Schild plot slope = 0.15 + 0.04 and 1.13 £ 0.1 respectively),
with reduction of the maximal effect (Emax), Suggesting a noncompetitive
antagonism. Labdane-302 was not effective in relaxing the uterus pre-contracted
by 60 mM KCI (Emax=9.75 + 0.07%),0n the other hand, relaxed in a significant
and concentration dependent manner the rat uterus pre-contracted by oxytocin
(pD2 = 4,3 + 0,06), suggesting a possible involvement of the K* channels in the
spasmolytic effect caused by labdane-302. Because K* channels play a major role
in the regulation of membrane potential and modulation of Cay, we decided to
investigate the participation of K* channels in the spasmolytic action of labdane-
302. The relaxant potency of labdane-302 (pD, = 4.3 + 0.06) was decreased about
16 times in the presence of CsCl (pD, = 3.1 + 0.06), a non-selective K*'channels
blocker, suggesting a possible involvement of the K* channels in the tocolytic
effect of the labdane-302. In order to verify which subtypes of K* channels could
be involved we used selectives blockers of these channels. The observation that
4-aminopyridine, a selective blocker of voltage-gated K™ channels (K,), and that
glibenclamide, a selective blocker of the ATP-sensitive K channels (Katp) did not
change the relaxant effect of labdane-302 suggests that Ky and Karp are not
involved in its action mechanism. However, the log concentration-response curve
induced by labdane-302 was shifted to the right in the presence of apamine
(pD2 = 3.8 £ 0.03), a selective blocker of the small-conductance calcium-activated
K* channels (SKca) and TEA™ 1 mM (pD» = 3.6 + 0.04), a selective blocker of the
large conductance clacium-activated K* channels (BKc,). The involvement of BKc,
was confirmed using a specific blocker of that channels iberiotoxin (IbTx) (pD, =
3.8 £ 0.06) , suggesting the involvement of SKc, and BKc, in the tocolytic action
mechanism induced by labdane-302 on uterus rat. The aminophylline a
nonselective inhibitor of phosphodiesterases (PDE) potentiated (pD2 = 7.8 + 0.1)
in about 320 times the relaxation produced by labdane-302 in rat uterus. The
results suggest that effect of labdane-302 on uterus rat, involves the activation of
the SKca € BKca, Which modulate indirectly the Cay, leading to a decrease the
[Ca®*]. , and cyclic nucleotides like cAMP and cGMP may be involved in this
tocolytic action.

Keywords: Labdane-302. Tocolytic action. Potassium channels. Cyclic
nucleotides. Rat uterus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

A busca para o alivio e/ou a cura das doencas pelo homem por
milhares de anos era conseguida através da utilizacdo dos produtos naturais, 0s
quais existiam na forma de tinturas, chas e pés (BALICK, 1997; VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Antes da “era sintética”, no inicio do ano de 1900, registrou-se que
80% dos remeédios eram obtidos atravées de raizes, cascas e folhas
(McCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Na década de 1940 com a segunda guerra mundial, os conflitos
entre 0os povos impulsionaram o desenvolvimento tecnolégico, principalmente da
industria farmacéutica. Esta aproveitou o desenvolvimento da informética e
investiu no planejamento racional de farmacos. A idéia que se tinha era a de que
seria possivel a descoberta de moléculas biologicamente ativas e que
combateriam todos os males da sociedade. Porém, a industria farmacéutica em
2004 divulgou que o investimento na quimica computacional ndo correspondeu ao
lancamento de farmacos inovadores. Além disso, a maioria da popula¢cédo ndo tem
poder aquisitivo para compra de medicamentos inovadores (VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Diante disso, houve um ressurgimento dos produtos naturais para a
descoberta de novos farmacos ou mesmo de fitoterapicos, o que incentivou a
pesquisa cientifica para a comprovacdo dos efeitos observados empiricamente
(SIXEL; PECINALLI, 2005).

A pesquisa moderna em produtos naturais no Brasil teve inicio em
meados do século passado e tem sido foco de constantes revisbes, indicando
uma preocupacao com a diversidade a ser pesquisada, a qualidade e objetividade
dos trabalhos bem como sua divulgagdo no meio cientifico (PUPO; GALLO, 2007)

Os produtos naturais sdo muito bem sucedidos como fontes de
farmacos (HARVEY, 2000; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).
Aproximadamente 60% da populacdo mundial depende quase que
exclusivamente de plantas como remédio e os produtos naturais tém sido
largamente reconhecidos como uma importante fonte de remédios
terapeuticamente eficazes (FARNSWORTH, 1994; HARVEY, 2000).



Aproximadamente 50% das drogas introduzidas no mercado durante
os ultimos anos sdo derivadas, direta ou indiretamente, de pequenas moléculas
biogénicas. No futuro, os produtos naturais irdo desempenhar um grande papel
como substancias ativas, moléculas modelo para a descoberta e validacdo de
drogas alvo (VUORELA et al, 2004).

A utilizagdo das plantas medicinais na terapéutica tem em comum
tanto bases historicas como quimicas, sendo estas Ultimas fundamentadas na
estrutura dos principios ativos, independentemente da sua origem, natural ou
semi-sintética. A maior parte dos farmacos empregados atualmente derivou direta
ou indiretamente de principios ativos isolados a partir de plantas (MONTEIRO,
2008).

O isolamento de substancias a partir de plantas medicinais levou ao
surgimento dos primeiros farmacos, como a cocaina, codeina, digitoxina, quinina
e morfina (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000; BUTLER, 2004; SAMUELSSON,
2004). O isolamento e caracterizagdo de compostos farmacologicamente ativos
de plantas medicinais continua até os dias atuais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

A importancia da utilizacdo das moléculas de origem vegetal, pela
industria farmacéutica, repercute-se nos numeros dos medicamentos utilizados
atualmente, sendo que cerca de 50% das mesmas sdo de origem sintética e
aproximadamente 25% de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-
sintese. Assim, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e dos
processos biotecnologicos, em torno de 25% dos medicamentos prescritos, nos
paises industrializados, ainda sdo originados de plantas, oriundos de mais de 90
espécies (FOGLIO et al., 2006).

Independente da razdo pela qual os produtos naturais séao
largamente usados na producdo de medicamentos, alguns dados merecem ser
destacados. Em uma extensa analise de novas drogas introduzidas entre 1981 e
2002, 28% das 868 novas entidades quimicas foram produtos naturais ou
derivados de produtos naturais, com outros 24% criados de um farmacoéforo de
um produto natural (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Além desses produtos
lancados, pelo menos 70 compostos relacionados com produtos naturais foram
submetidos a ensaios clinicos em 2004 (BUTLER, 2005).

Nas areas da terapéutica do cancer e doencas infecciosas, 60% e
75% dos novos medicamentos, respectivamente, foram originados a partir de
fontes naturais entre 1981 e 2002 (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Entre



2001 e 2005, 23 novas drogas derivadas de produtos naturais foram introduzidas
para o tratamento de infec¢cdes bacterianas e fangicas, céncer, diabetes,
dislipidemia, dermatite atépica, doenca de Alzheimer e as doencas genéticas,
como a tirosinemia e a doenca de Gaucher (LAM, 2007).

Pelo menos 23 drogas obtidas a partir de produtos naturais ou
derivadas de produtos naturais, foram langcados na Europa, Japao ou Estados
Unidos entre 2001 e 2005. Além disso, um total de 136 novas drogas obtidas de
produtos naturais ou derivadas de produtos naturais tenha passado por diversas
fases do desenvolvimento clinico em todas as principais areas terapéuticas
(BUTLER, 2005).

E importante ressaltar a diminuicdo no nimero de aprovacdes de
novos medicamentos pelo FDA (Food and Drug Administration) através dos anos
(40 aprovacdes de medicamentos em 1996 para 20 em 2006) e levando em
consideracdo as contribuicbes dos produtos naturais na descoberta de novas
drogas, pode-se avaliar a importdncia dos estudos quimicos e farmacologicos
desses produtos (HARVEY, 2007).

Nos ultimos anos o interesse em trabalhar com fitoterapia tem
ressurgido. Na ultima década, registrou-se um aumento expressivo no interesse
em substancias derivadas de espécies vegetais, 0 que incentivou a pesquisa
cientifica para a comprovacédo dos efeitos observados empiricamente. Outro fator
gue incentiva esses estudos com espécies vegetais € a complexidade na
descoberta de novas drogas; atualmente sdo necessarios de sete a dez anos
para o desenvolvimento completo de um novo medicamento (FLISCHER,;
MONTARI, 1995; CALIXTO, 2000; SIXEL; PECINALLI, 2005).

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 necesséarios para que a populacdo tenha acesso a uma terapia
complementar de qualidade, a qual ndo é tdo econdmica quanto se pensa, Visto

gue 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 Relacdo 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 o0 uso de plantas € pratica prevalente em
ampla faixa populacional brasileira, uma série de outras plantas poderé&o vir a ser
incluidas na 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).

1.2 A familia Annonaceae e 0 género Xylopia

Dentre as familias presentes na flora brasileira, merece destaque a familia
Annonaceae Juss. que possui distribuicdo pantropical com cerca de 2150
espécies distribuidas entre 112 géneros (MABBERLEY, 1997). No Brasil essa
familia apresenta 26 géneros e 260 espécies (MASS et al., 2001). No estado da
Paraiba existem aproximadamente 7 géneros e 12 espécies, sendo conhecidos
pelos seus frutos comestiveis e espécies medicinais (PONTES et al., 2004).

A familia Annonaceae é constituida por plantas arbéreas ou arbustivas sendo as
trepadeiras também muito frequentes (HEGNAUER, 1964). A grande maioria esta
distribuida nos trépicos onde crescem em baixas altitudes e o maior nimero dos
géneros ocorre nas Américas com predominancia na América do Sul. O grande
centro de distribuicdo da familia €, sem duvida, a regido amazobnica, as Guianas e
o sudeste do Brasil. Suas espécies habitam as florestas de terra firme, as
varzeas, os cerrados e os campos (SILVA; SILVA, 2006), onde o género Xylopia
contém aproximadamente cerca de 160 espécies (MASS et al., 2001).

Algumas espécies de Xylopia apresentam usos na medicina popular, como por
exemplo, os frutos de Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich que sdo usados como
carminativo, tbnico poés-parto, para problemas estomacais, no tratamento de
bronquite, em problemas biliares e disenteria (IWU, 1993), assim como para o
tratamento da malaria (ETKIN, 1997), bem como antimicrobiano contra
Aspergillus flavus e Sitophilus zeamais (TATSADJIEU, 2010). 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 secundarios 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), terpenodides, 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 podem ser ainda divididos em
monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e tetraterpenos (AHARONI
et al., 2005), porém dentre estas classes de terpendides, acredita-se que 0s
diterpenos sdo marcadores quimicos do género Xylopia (VILEGAS et al., 1991).
Esta hipétese pode ser confirmada devido a presenca de varias classes de
terpendides em espécies do género Xylopia, 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).



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

A espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (Figura 1) € uma
arvore medindo entre 5 e 7 metros de altura (MAAS et al.,, 2001), e é
popularmente conhecida como “pimenteira-da-terra” no Brasil (CORREA, 1984),
onde até o momento ndo hé relatos de seu uso na medicina popular.
A partir do extrato etandlico bruto, obtido das cascas do caule dessa espécie, foi
isolado um diterpeno do tipo labdano, sendo este identificado como sendo o acido
8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico (Figura 2), com formula molecular CyH300, €
massa molecular de 302,451 u.m.a. codificado por labdano-302, em decorréncia
da classificagcdo do diterpeno e da massa molecular (BOHLMANN et al., 1980;
ANDRADE et al., 2002).



Figura 1. Fotografia de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (A); detalhe das
folhas e flores (B). Fonte: Josean Fechine Tavares
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Figura 2. Estrutura quimica do acido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico (labdano-

302).



1.4 Atividades bioldgicas dos terpenos

Os terpendides, também referidos como terpenos, sdo os maiores grupos de
compostos naturais. Muitos terpenos tém atividades bioldgicas e séo utilizados
para o tratamento de doencas humanas. Em 2002 as vendas mundiais de
produtos farmacéuticos, a base de terpenos, foram de aproximadamente US$ 12
bilhdes. Entre estes farmacos, o antineoplasico paclitacxel (Taxol®) e o
antimalarico artimesinina sdo dois dos mais renomados terpenos. Todos 0s
terpendides sédo sintetizados a partir de dois blocos de cinco carbonos. Com base
no numero de blocos, os terpendides sdo comumente classificados como
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), e sesterterpenos
(C25). Estes terpendides exibem uma ampla gama de atividades biologicas contra
0 cancer, maléria, inflamacdo e uma variedade de doencas infecciosas virais e
bacterianas (WANG; TANG; BIDIGARE, 2005).

Ha relatos de varias espécies de plantas, dentre elas as do género Xylopia, que
contém diterpenos, aos quais sao atribuidas algumas atividades biolégicas, 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 mostrando atividade antimicrobiana e antiinflamatéria (JENETT-
SIEMS et al., 1999). Os acidos caurendico, diidro-caurendico e xilopico 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 antiinflamatoria
(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 antiespasmodica em utero isolado de rata (CALIXTO; SANT'ANA, 1990);
a 13-epi-9-dideoxiforscolina que possui atividade anti-hipertensiva em ratos
(TANDON et al., 1992); a forscolina (FSK) e a 1,9-dideoxiforscolina que possuem
atividade antiespasmoddica em utero de rata (VEDERNIKOV et al., 2000),
vasorelaxante em aorta de rato (ABE; KARAKI, 1992) e atividade relaxante em
traquéia de cobaia (CHANG et al., 1984; DEVILLIER et al., 2001).



Os diterpenos do tipo labdano apresentam diversas atividades farmacologicas em
musculo liso, como atividade antiespasmddica do 1,9-dideoxiforscolina
(VEDERNIKOV et al.,, 2000) e do jatrofone em utero de rata (CALIXTO;
SANT’ANA, 1990); efeito anti-hipertensivo do 13-epi-9-deoxyforscolina (TANDON
et al., 1992); efeito relaxante de forscolina (LINCOLN; FISHERSIMPSON, 1983;
LINDGREN; ANDERSSON, 1991; HUANG, 1998) e jatrofone (DUARTE et al.,
1992) em aorta de rato.

Foi demonstrado que o labdano-302 apresentou atividade citotoxica em
fibroblastos de pulmé&o de hamster chinés da linhagem V79, porém néao foi toxico
para hepatdcitos de rato (TAVARES et al.,, 2006), apresentou ainda efeito
hipotensor e vasorelaxante em artéria mesentérica superior de ratos normotensos
(OLIVEIRA et al., 2006).

Estudos realizados por nossa equipe no Laboratério de Farmacologia Funcional
“Prof. George Thomas” do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby
Fernandes de Medeiros” mostraram em uma triagem farmacoldgica preliminar
para atividade espasmolitica, que o labdano-302 apresenta efeito
antiespasmaodico 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
ativacéo dos canais para K* de grande condutancia sensiveis ao Ca®* (BKca) e da
proteina cinase dependente de AMPc (PKA), sem a aparente participacdo do
AMPc. Em aorta de rato, o mecanismo pelo qual o labdano-302 promove
relaxamento se da pela ativacido de canais para K* dos tipos Ky e K; além da
ativacdo da via de sinalizacdo AC-AMPc-PKA e modulacédo negativa dos Cay do
tipo L. O labdano-302 ainda reduz as correntes de K através dos Kyl.3,
expressos heterologamente em células de fibroblastos de camundongo da
linhagem L929, sendo este efeito provavelmente dependente da fosforilacdo dos
Kv1.3 via PKA (RIBEIRO, 2007). Em ileo de cobaia, a acdo espasmolitica do
labdano-302 envolve a modulagdo positiva dos canais para K* dos tipos Katp €
SKca, 0 que indiretamente reduzem o influxo de Ca®" através dos Cay, além da

participacéo dos nucleotidios ciclicos (MACEDO, 2008).



1.5 Contracao e relaxamento da musculatura lisa

Ha um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente de plantas,
ou seus derivados, que atuem na musculatura lisa, pois esse musculo é o
principal responsavel pelo controle da maioria dos 6rgaos ocos dos sistemas do
corpo. As células da musculatura lisa estdo presentes nas paredes de varios
orgédos, incluindo os vasos sanguineos, estbmago, bexiga, vias aéreas, intestinos
e utero (WEBB, 2003).

A regulacdo da contracdo do musculo liso apresenta um papel importante em
muitos processos fisiopatolégicos autonémicos como a hipertensdo arterial,
vasoespasmos cerebrais e coronarianos, asma brénquica, disfuncdo erétil e
possiveis complicacbes no trabalho de parto, resultado da contracdo anormal
dessa musculatura (WEBB, 2003).

No musculo liso um aumento na [Ca®']; é a causa priméaria para a producdo da
contracdo. Esta elevacdo no contetdo citosélico de Ca** também esta envolvida
na proliferacédo celular do musculo liso (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989).

O célcio € um importante segundo mensageiro que desempenha um papel
essencial em uma grande variedade de processos biologicos, incluindo a
regulacdo enzimatica, expressado génica, trafego de proteina, proliferacédo celular,
apoptose, e a coordenacdo do acoplamento excitacdo-contracdo do musculo
(CARAFOLLI, 2002). Em geral, existem duas fontes deste ion sinalizador na célula:
uma extracelular que permite o influxo de Ca?*, através dos canais na membrana
plasmatica, e outra intracelular representada pelos estoques internos,
principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS) que liberam Ca*" para o citosol
(PAN; MA, 2003).

A principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio extracelular s&o os
canais para calcio abertos por voltagem (Cay) (CATTERALL, 2000), os quais
estdo presentes na membrana celular da maioria das células excitaveis
(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A entrada de calcio em musculo liso
visceral é controlada pelo potencial de membrana, uma vez que este determina a
abertura dos Cay (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al., 2001). Os
Cay1 (ativados por alta voltagem e sensiveis a di-hidropiridinas) sdo os principais,
e muitas vezes o Unico tipo de canal para Ca** expresso em muitos misculos
lisos (THORNELOE; NELSON, 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).



O movimento dos ions K* através de canais localizados na membrana regulam o
influxo de Ca®" através dos Cay (THORNELOE; NELSON, 2005). Os canais para
potdssio desempenham um papel chave na regulacdo do potencial de membrana
e na excitabilidade celular, sendo a contracdo no musculo liso dependente do
balanco entre o aumento da condutdncia ao fon K', levando a uma
hiperpolarizagdo, e a diminuicdo da condutancia ao K", levando a uma
despolarizacdo (KNOT et al., 1996).

No musculo liso, o tbnus basal pode ser regulado por varios tipos de canais para
K*, entre eles: canais para K* abertos por voltagem (Kv); canais para potassio de
grande condutancia ativados por célcio (BKca); canais para K* de pequena
condutancia ativados por Ca®* (SKca); canais para K* retificadores de entrada
(Kir); canais para K" sensiveis ao ATP (Katp), entre outros (THORNELOE;
NELSON, 2005). Sendo que, a repolarizacdo ou hiperpolarizacdo de membrana
ocorre devido, principalmente, a ativacdo dos BKc,, que sdo ativados quando a
[Ca*"]. se eleva na ordem de pM, e a ativacdo dos Ky, em decorréncia a
despolarizacdo de membrana (LEDOUX et al., 2006). Tal ativagdo leva a uma
reducdo no influxo de Ca* através dos Cay por sua inibicdo e,
conseqiientemente, a uma reducdo da [Ca®]. (LEDOUX et al., 2006; LIN et al.,
2006).

Diante do exposto, compostos como os ativadores de canais para K* podem
hiperpolarizar a membrana e, indiretamente, fechar os Cay1, inibir o influxo de
Ca’' e, consequientemente, diminuirem a [Ca®*]. (LEDOUX et al., 2006; LIN et al.,
2006).

O aumento da [Ca?']. favorece a ligacdo do Ca®" & calmodulina (CaM) e este
complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) para fosforilar a
cadeia leve da miosina (MLC) e promover a interacdo de miosina com actina,
levando a contracdo. No musculo liso, a contragdo pode ser alcangada quer
atraves da despolarizacdo da membrana (acoplamento eletromecéanico), levando
a um aumento da [Ca®']. e contracdo muscular, ou induzida por um agonista
(acoplamento farmaco-mecéanico) que pode ser independente do potencial de
membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Os agonistas tais como ocitocina,
serotonina, carbacol e histamina se ligam a receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) e ativam a cascata do inositol, geralmente através da proteina Gg11
mediando a producdo de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), que estimulam a
liberacdo de Ca?* do RS (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas



contrateis podem também elevar a [Ca®']. através de receptores de rianodina
(RyR) e estimular a entrada de Ca?' através dos miuiltiplos tipos de canais,
incluindo canais para Ca®" operados por estoque (SOCC), por receptor ou por
voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 2002).

O relaxamento no musculo liso ocorre como resultado da remocéo do estimulo
contratil ou pela agcdo direta de uma substéncia que estimula a inibicdo do
mecanismo contratii (MORGAN, 1990). Independentemente, o processo requer
uma diminuicdo da [Ca*']. e aumento da atividade da fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP) (SOMLYO et al., 1999).

O mecanismo eletromecanico para o relaxamento muscular se da pela
hiperpolarizagdo da membrana, que pode ocorrer em funcdo da liberacdo de
oxido nitrico (NO) pelo endotélio dos vasos sanguineos uterinos e por neurdnios
nao-adrenérgicos nao-colinérgico (NANC), que ativa diretamente uma ciclase de
guanilil solavel ou, no caso dos agonistas que induzem relaxamento, a ligacédo
aos seus receptores ativa diretamente uma ciclase de guanilil ou de adenilil,
resultando na formacdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMP.) e
monofosfato ciclico de adenosina (AMP,), respectivamente (REMBOLD, 1996). O
aumento na [GMP] ativa a proteina cinase G (PKG), enquanto que o aumento na
[AMP,] ativa tanto uma proteina cinase dependente de AMP. (PKA) como a PKG,
quando em altas concentracdes, que resultam na ativacdo de canais para K*
(REMBOLD, 1996). Além disso, a hiperpolarizacdo da membrana das células
musculares lisas pode ser produzida por substancias que abrem canais para K*
(por exemplo, cromacalina, levocromacalina e nicorandil) e, consequentemente,
aumentam o efluxo de K* da célula (EDWARDS; WESTON, 1990; GURNEY,
1994). Dessa maneira, a hiperpolarizagéo reduz o influxo de Ca®" através dos
canais Cayl, diminuindo, portanto, a [Ca®']., a fosforilagdo da miosina e a
contracdo (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento farmaco-mecéanico
incluem: (1) aumento na atividade da Ca?*-ATPase tanto do RS como da
membrana plasmatica através da PKG ou da PKA, levando a um aumento do
sequiestro e da saida de Ca**, respectivamente, diminuindo assim a [Ca®'].; (2)
diminuicdo da formacdo do IP3, levando a uma diminuicdo da liberacdo de Ca**
dos estoques intracelulares; (3) reducéo da [Ca**]. pelo AMP.-PKA por diminuir o
influxo de Ca®" indiretamente por hiperpolarizacdo ou por acéo direta nos Cayl, e,



finalmente, (4) diminuicdo da [Ca®*']. por estimulacdo do trocador Na'/ Ca*
(BLAUSTEIN, 1989).

O musculo liso possui um sistema de manutencao da contragdo mesmo em baixa
[Ca®*]. através de um balanco entre processos de fosforilacdes/desfosforilacdes
observados na via alternativa que contribui para a contracdo no musculo liso, a
modulacao 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; MURTHY, 2006). 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
competir com o sitio de ligacdo do ATP na enzima (UEHATA et al.,, 1997,
CHITALEY; WEBER; WEBB, 2001).

A inibicdo da MLCP é iniciada pela ativacdo da RhoA, dependente das proteinas
G heterotriméricas Gi», Gi3 € Gy, via uma 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 é desfosforilado a diacilglicerol (DAG) levando a
ativacao sustentada da proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997; MURTHY, 2006).
A ativagéo da PKC pode resultar da ativagéo, dependente de Gg1, da fosfolipase
C (PLC) que forma DAG a partir da hidrélise 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 acao principal na sensibilizacdo ao calcio parece
ser a inibicdo da MLCP, esta agdo se da pela fosforilagdo 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 &
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



endogena CPI-17, aumentando assim sua poténcia inibitéria sobre a subunidade
catalica da MLCP (PP1c) por mais de 1.000 vezes, inibindo assim a acdo da
MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2003; MURTHY, 2006) (Figura 3).

Contracéo

Figura 3. Sinalizacdo mediada por receptores acoplados a G4 e/ou G13 durante a
fase sustentada da contracédo (Adaptado de MURTHY, 2006).

Uma vez que o labdano-302 apresenta acédo espasmolitica tanto em musculo liso
vascular (OLIVEIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007b) como em musculo liso
das vias aéreas (RIBEIRO et al., 2007a) e em musculo liso intestinal (MACEDO,
2008), resolveu-se investigar o mecanismo de acdo espasmolitica deste diterpeno
em Utero isolado de rata, como modelo de musculo liso representante do sistema

reprodutor feminino.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar 0 mecanismo de acao tocolitico do acido
8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico (labdano-302), isolado das cascas do caule de
Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (Annonaceae), em utero isolado de rata.

2.2 Especificos

Caracterizar o tipo de antagonismo exercido pelo labdano-302 frente as

contracdes induzidas por carbacol ou ocitocina.

Avaliar o efeito do labdano-302 sobre as contracfes ténicas induzidas por KCI ou

por ocitocina.

Investigar o efeito do labdano-302 sobre os canais para potassio.

Determinar qual(ais) tipo(s) de canais para potassio esta(do) envolvido(s) no

mecanismo de ac¢éo tocolitico do labdano-302.

Investigar a participagdo dos nucleotideos ciclicos como moduladores do efeito

tocolitico do labdano-302.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material Botanico

A espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hill. & Tul. foi coletada no
municipio de Cruz do Espirito Santo, Estado da Paraiba. O material botanico foi
identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de Botanica do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” da
Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB). Uma exsicata da planta esta
depositada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da UFPB sob codigo de
identificacdo AGRA 5541.

3.1.2 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus) virgens pesando
entre 200 e 280g, todas procedentes do Biotério “Prof. Thomas George” do
LTF/UFPB.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso
controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Purina)
com acesso a agua ad libitum, com ventilacdo e temperatura (21 +1°C)
controladas e constantes. Os experimentos foram realizados no periodo de 08h00
as 20h00.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF/UFPB, sob certiddo de
namero 0705/09 (Anexo A).

3.1.3 Drogas e Reagentes

O bicarbonato de sédio (NaHCO3), cloreto de potassio (KCI), sulfato de magnésio
hepta-hidratado (MgS0O,4.7H,0), cloreto de calcio bi-hidratado (CaCl,.2H,0),
cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio hexa-hidradado (MgCl,.6H,0)
cloridrato de carbamilcolina (CCh), fosfato monossédico 1-hidrato (NaH,PO4.H,0)
e glicose foram obtidos da Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ, EUA).



Iberiotoxina (IbTX), cloreto de césio (CsCl), cloreto de tetraetilaménio (TEA®),
glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), aminofilina e Oleo de castor
(cremophor®) foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, MO, EUA).

3.1.4 Solucao Nutritiva

Foi utilizada solugéo nutritiva de Locke Ringer, aerada com mistura carbogénica
(95% de O, e 5% de CO,). O pH era ajustado para valores entre 7,2 e 7,4 com
solucéo de HCI ou NaOH (1N) e mantida a temperatura constante de 32 + 1 °C. A

composicdo desta solucdo esta descrita a seguir (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo da solucédo de Locke Ringer (REVUELTA; CANTABRANA;
HIDALGO, 2000).

Substancia Concentragao (mM)
NacCl 154,0
KCI 5,63
CaCl, 2,16
MgCl, 2,10
Glicose 5,55
NaHCO; 5,95

3.1.5 Preparacédo da solugdo-estoque da substancia em estudo

O labdano-302 foi solubilizado em cremofor e diluido em agua destilada para
obtencdo da solucdo estoque (102 M, 3% cremofor v/v) a qual foi estocada em
“freezer” a uma temperatura de —14 a —18 °C, sendo novamente diluida em agua
destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. A
concentracéo final de cremofor nas cubas nunca excedera 0,01% (v/v). Nesta
concentracédo o cremofor é desprovido de efeito contratil ou relaxante significante
no 6rgdo estudado, de acordo com dados obtidos em experimentos anteriores

realizados em nosso laboratério.



3.1.6 Aparelhagem

Para registro das contracfes isométricas e isotbnicas 0s 0rgaos eram suspensos
em cubas de vidro (5 mL) (Figura 4D) aquecidas a temperatura adequada por
bombas termostéticas modelo 597 FISATOM (Sao Paulo, SP, Brasil) e modelo
Polystat 12002 Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, EUA). As contra¢Bes isométricas
eram registradas através de transdutores de forca modelo FORT-10 (Figura 4B)
conectados a um amplificador modelo TMB4M (Figura 4C) ambos da World
Precision Instruments (Sarasota, FL, EUA), que por sua vez estava conectado a
uma placa conversora analdgico/digital instalada em um computador contendo o
programa BioMed® versdo Rv2 BioData (Jodo Pessoa, PB, Brasil). As contracdes
isométricas também foram registradas através de transdutores de forca TIM-50
(Figura 4E) AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil) que estavam acoplados em um
amplificador AECAD 04F (Figura 4F) que por sua vez estava conectado a um
computador contendo o programa AQCAD versdo 2.03 ambos da AVS Projetos
(Séo Paulo, SP, Brasil).

As contracdes isotonicas eram registradas por meio de uma alavanca isotbnica de
inscricdo frontal em cilindros esfumacados de um quimégrafo DTF (Figura 4A)
(Séo Paulo, SP, Brasil). Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro
digital modelo PG 2000 GEHAKA (Sao Paulo, SP, Brasil). As substancias eram
pesadas em balanca analitica modelo AG200 e os animais em balanca semi-
analitica ambas da GEHAKA (S&o Paulo, SP, Brasil).



Figura 4. Aparelhos utilizados para o registro de contracdes: aparato para registro
das contragBes isotbnicas com cilindro esfumagado de um quimografo (A),
transdutor de forca FORT-10 (B), aparato para registro das contragces isométrica
e amplificador TMB4M (C), cuba de banho para 6rgao isolado (D), sistema de
banho para o6rgdo isolado com transdutor de for¢ca isométrico TIM-50 (E),
amplificador AECAD 04F (F).



3.2 METODOS

3.2.1 Investigacdo do mecanismo de acado tocolitico do labdano-302 em

utero isolado de rata

3.2.1.1 Caracteristica do antagonismo da contracao induzida por carbacol ou

por ocitocina

As ratas eram tratadas 24 h antes do inicio dos experimentos com dietilestilbestrol
(1 mg/kg s.c.) para indugéo do estro. Decorrido este tempo, eram sacrificadas por
deslocamento cervical seguido por seccdo dos vasos cervicais. Apos abertura da
cavidade abdominal, era feita a dissecacdo do utero, colocando-o em uma placa
de Petri contendo solucdo nutritiva de Locke Ringer a 32 °C. Em seguida, os dois
cornos uterinos eram separados por meio de uma incisdo, abertos
longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro (5 mL). Para
estabilizacdo da preparacao, esta era mantida em repouso por 40 min antes do
contato com qualquer agente, sob tensdo de repouso de 1 g, efetuando, neste
periodo, a renovacdo da solucdo nutritiva a cada 10 min. Apés o periodo de
estabilizacdo, duas curvas consecutivas e do tipo concentracdo-resposta
cumulativas similares ao carbacol (10® — 102 M) ou ocitocina (10° — 3 x 10 M)
eram obtidas. Em seguida, na auséncia do carbacol ou da ocitocina, o
labdano-302 era incubado por 15 min em diferentes concentragcbes e em
experimentos independentes. ApoOs este periodo, ainda na presenca de
labdano-302, uma nova curva concentragao-resposta cumulativa ao carbacol ou a
ocitocina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a
porcentagem da resposta contratil na presenca do labdano-302 com aquela obtida
pela amplitude média das curvas controle na auséncia do mesmo.

O tipo de antagonismo exercido pelo labdano-302 foi analisado com base nos
valores da inclinagcdo do grafico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959) e
sua poténcia pelo valor do pD’,, que é definido como logaritmo negativo (na base
10) da concentragcdo molar de um antagonista que reduz a 50% uma resposta
maxima de um agonista (VAN ROSSUM, 1963).



3.2.1.2 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tonicas induzidas por KCI

ou ocitocina

O utero era montado como descrito no item 3.2.1.1. ApGs o periodo de
estabilizacdo, eram obtidas duas curvas concentracao-resposta de amplitude
similar induzidas por 60 mM de KCI ou 10 Ul/mL de ocitocina, em preparacdes
diferentes. Durante a fase tOnica sustentada da segunda contracdo, o
labdano-302 era adicionado cumulativamente a cuba. O relaxamento produzido
por labdano-302 foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
produzida pelos agonistas contrateis.

Os valores de pD,, que é definido como logaritmo negativo (ha base 10) da
concentracdo em molar de uma substancia que promove 50% do seu efeito
méaximo, foram expressos como a média *+ erro padrdo da média (e.p.m.) dos
valores individuais de pD,, obtidos a partir dos valores de CEsg (calculados pelo
uso da regressao néo linear de cada curva concentracdo-resposta de relaxamento

para o labdano-302) de cada um dos experimentos.

3.2.2 Avaliacao do envolvimento dos canais para potassio no mecanismo de

acao tocolitico do labdano-302

3.2.2.1 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O utero era montado como descrito no item 3.2.1.1. Ap6s o0 periodo de
estabilizacdo, eram obtidas duas curvas concentracao-resposta de amplitude
similar com 10 Ul/mL de ocitocina, em preparacgOes diferentes, antes da segunda
curva concentragcao-resposta o CsCl 5 mM, blogueador ndo seletivo dos canais
para potassio, era incubado por 20 min (LATORRE et al., 1989). Durante a fase
tbnica sustentada da segunda contracdo, o labdano-302 era adicionado
cumulativamente a cuba, em preparacdes diferentes. O relaxamento produzido
pelo labdano-302 foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
induzida pela ocitocina. Os valores de pD, foram calculados a partir das curvas

concentragcOes-resposta, na auséncia e na presenca de 5 mM de CsCl.



3.2.2.2 Efeito do labdano-302 sobre as contragcfes tdnicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de 4-aminopiridina (4-AP),

glibenclamida, apamina, tetraetilamonio (TEA™) ou iberiotoxina (IbTx)

O utero era montado como descrito no item 3.2.1.1. O tecido permanecia em
repouso por 40 min em contato com a solucdo de Locke Ringer. ApGs este
periodo era induzida uma contracéo pela adicdo de 10 Ul/mL de ocitocina e sob
0 componente tbnico da contracdo era adicionando labdano-302 de forma
cumulativa (curva controle). Em outro experimento, era adicionado a outra cuba
por 20 min 3 mM de 4-AP, um bloqueador dos canais para potassio abertos por
voltagem (Ky) (AARONSON et al., 2006), 3x10°M de glibenclamida, um
bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) (HUGHEST;
HOLLINGSWORTH, 1997), 100 nM de apamina, um bloqueador seletivo de
canais para potassio de pequena condutancia ativados pelo Ca®* (SKca) (TSAI et
al., 1998), 1 mM de tetraetilamonio (TEA"), que nessa concentracdo € um
bloqueador seletivo dos canais para potassio de grande condutancia ativados
pelo Ca®* (BKca) (HUANG, 1998, MURRAY et al., 1991), ou com 100 nM de
iberiotoxina (IbTx) um bloqueador especifico dos canais BKca (GALVEZ et al.,
1990; CANDIA; GARCIA; LATORRE, 1992; ABOULAFIA et al., 2002). ApGs esse
periodo uma nova contracéo pela adicdo de 102 UI/mL de ocitocina era induzida
na presenca desses bloqueadores. Durante a fase tbnica sustentada da segunda
contragdo, o labdano-302 era adicionado cumulativamente a cuba, em
preparacdes diferentes. O relaxamento produzido pelo labdano-302 foi expresso
como a percentagem reversa da contragdo inicial induzida pela ocitocina. Os

valores de pD, foram calculados como descrito anteriormente.



3.2.3 Investigacao da participacdo dos nucleotidios ciclicos no mecanismo

da acéo tocolitico do labdano-302

3.2.3.1 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina, na auséncia e na presenca de aminofilina

O utero era montado como descrito no item 3.2.1.1. Apdés o periodo de
estabilizacdo, eram obtidas duas curvas concentracdo-resposta de amplitude
similar com 102 Ul/mL de ocitocina, em preparacdes diferentes, antes da segunda
curva concentracao-resposta. Em seguida, antes da segunda contracdo, a
preparacdo era incubada por 20 min com 10*M de aminofilina, inibidor
inespecifico das enzimas fosfodiesterases (URUNO et al., 1974) e, ainda na sua
presenca, uma nova contracdo induzida por ocitocina era obtida. Em seguida,
labdano-302 era adicionado cumulativamente sobre a fase tonica da contragéo. O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracdo inicial
produzida pelo agente contratil na auséncia e na presenca da aminofilina. Os

valores de pD, foram calculados como descrito anteriormente.



3.3 ANALISE ESTATISTICA

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

Os valores de pD, logaritmo negativo (na base 10) da concentracao
em molar de uma substancia que produz 50% do seu efeito maximo foram
calculados por regressdo nao-linear para todos os experimentos realizados
(NEUBIG et al., 2003).

A inclinacdo do grafico de Schild, que prové informacdo sobre a
natureza do antagonismo, foi calculada por regressdo linear baseada nas
equacdes de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 1959), onde foram usados 0s
valores de log(DR-1) em funcédo do log das concentragdes da substancia testada.
Também foram calculados os valores de r? (coeficiente de regressao linear) que
prové informacdes sobre a correlacdo concentracao-resposta e os valores de pD’,
(parametro de poténcia do antagonista), obtidos por regresséo linear.

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism®
verséo 5.01 GraphPad Software Inc. (San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Investigacdo do mecanismo de acdo tocolitico de labdano-302 em Utero

isolado de rata

4.1.1 Caracteristica do antagonismo da contracdo induzida por carbacol ou

por ocitocina

O labdano-302, nas concentracdes de 3 x 10° M, 10*M e 3 x 10* M para
carbacol e 3x 10®, 10 e 3 x 10°M para ocitocina, inibiu de maneira dependente
de concentracdo (r? = 0,90 + 0,05 e 0,90 + 0,04 respectivamente), as contracdes
cumulativas induzidas por carbacol ou por ocitocina com desvio da curva controle
para a direita de maneira ndo paralela e com reducéo do En.x (Grafico 1A e 2A). A
andlise do grafico de Schild (Gréfico 1B e 2B) indica um antagonismo do tipo nédo
competitivo exercido pelo labdano-302 que foi confirmado pelo valor de
“slope” = 0,15+ 0,04 e 1,13 + 0,1 que diferiu significantemente da unidade, para
carbacol e ocitocina respectivamente. A poténcia do labdano-302 em antagonizar
as contracdes cumulativas induzidas por carbacol ou por ocitocina foi determinada

pelo valor de pD’; = 3,4 £ 0,1 e 3,8 £ 0,2 respectivamente.



A 100+ e B E
754

504

Contracgéo (%)

25+

- log [carbacol] M

0.5+

~
-
- -
Sea -
- -
- -
i I -

0.0+ u — N

log (DR-1)

__________
- - -
054 LaeemmTTTITTEEeLLL
- -
- -~
" ~

-1.0-

-4.5 -4.0 -3.5
log [ labdano-302 ] M

Grafico 1. Curvas concentragdes-resposta cumulativas ao carbacol (A) na
auséncia (M) e na presenca de labdano-302 nas concentracbes de 3 x 10® (o),
10™ (@) e 3 x 10™ M (0) em Utero isolado de rata (n = 5). O grafico (B) representa
0 log (DR-1) em fungdo do log da concentracdo molar do labdano-302. Os
simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente.
ANOVA “one-way” seguido por Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. labdano-302).



A 100+

\‘
T

Contracéo (%)
a
<

25+

- log [ocitocina] M

-3.5 -3.0 -25
log [labdano-302] M

Gréafico 2. Curvas concentragfes-resposta cumulativas a ocitocina (A) na
auséncia (M) e na presenca de labdano-302 nas concentracées de 3 x 10™ (o),
102 (@) e 3 x 102 M (0) em Utero isolado de rata (n = 3). O grafico (B) representa
0 log (DR-1) em fungdo do log da concentracdo molar do labdano-302. Os
simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
ANOVA “one-way” seguido por Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. labdano-302).



4.1.2 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes ténicas induzidas por
ocitocina ou KCI

O labdano-302 (3x10°e 10* M) ndo induziu relaxamento de maneira
significante no utero pré-contraido por 60 mM de KCI, apresentando um
Emax=9,75+20,07% (n=3) (Figura5). Por outro lado, labdano-302
(107 - 3 x 10* M) relaxou de maneira significante (pD, = 4,3 + 0,06) e dependente
de concentracdo (R?=0.98+0.005) quando o Utero era pré-contraido por
10 UI/mL de ocitocina (Figura 6 e Gréfico 3). Quando o Utero foi pré-contraido
por ocitocina o valor de Enax = 100% foi atingido numa concentracdo de 3 x 10 M
do labdano-302, e o tempo médio para atingir esse Enax foi de aproximadamente
186,6 + 3,4 min. Em até 1 h apds a retirada do labdano-302 da cuba, os agentes
contrateis produziram contracdes com a mesma amplitude em relacdo a

contracao inicial, indicando que o efeito do diterpeno é reversivel neste 6rgao.



Figura 5. Registros originais representativos do efeito do labdano-302 sobre as
contracgdes tbnicas induzidas por 60 mM de KCI, na auséncia (A) e na presenca
do labdano-302 (B), em utero isolado de rata. As setas para baixo representam as
concentracdes cumulativas (3 x 10 e 10 M) do labdano-302.



Figura 6. Registros originais representativos do efeito do labdano-302 sobre as
contragdes tbnicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na
presenca de labdano-302 (B), em utero isolado de rata. As setas para baixo
representam as concentraces cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 107,
3x10°, 10%, 3 x10™ M) (B) do labdano-302.
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Gréafico 3. Efeito do labdano-302 sobre as contracGes tbnicas induzidas por
10 UI/mL de ocitocina (®) em Utero isolado de rata (n = 5). Os simbolos e as
barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.



4.2 Avaliacdo do envolvimento dos canais para potassio no mecanismo de
acao tocolitico do labdano-302

4.2.1 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O labdano-302 (107-3x 103 M) relaxou o Utero isolado de rata pré-
contraido com ocitocina na auséncia (pD,=4,3+0,06) e na presenca
(pD2 = 3,1 £ 0,06) de 5 mM de CsClI, um bloqueador ndo seletivo dos canais para
potassio (Figura 7). A poténcia relaxante do labdano-302 foi reduzida cerca de 16
vezes significantemente (p <0,0001) quando comparada ao relaxamento
produzido pelo diterpeno na auséncia do CsCI (Gréfico 4). Tanto na presenca
como na auséncia do bloqueador o valor de Enax = 100% foi alcangcado, porém na
presenca de CsCl esse Emax foi alcancado na concentracdo de 3 x 10°M do
labdano-302, uma concentracao 10 vezes maior do que a necessaria na condi¢ao
controle, que foi de 3x10*M. O tempo médio para atingir 0 Emax
183,9 £ 1,8 min, ndo foi alterado de maneira significante na presenca do CsCI

guando comparado ao controle (186,6 £ 3,4 min).



Figura 7. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contragdes tonicas induzidas por 10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de 5mM de CsCl (B), em utero isolado de rata. As setas para
baixo representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10°, 3 x 10,
10°, 3x10°, 10%, 3x10*M) (A) e (107, 3x 107, 10°, 3x 10°, 10°, 3 x10?,
10, 3x10™ 10° e 3 x 10 M) (B) do labdano-302.
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Grafico 4. Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por
10 UI/mL de ocitocina na auséncia (®) e na presenca (®) de 5 mM de CsCl, em
Utero isolado de rata (n =5). Os simbolos e as barras verticais representam a

média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way” seguido por Bonferroni,
*n < 0,05 e ***p < 0,001 (controle vs. CsCl).



4.2.2 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de 4-aminopiridina (4-AP)

O labdano-302 (107 — 3 x 10™ M) relaxou o Utero isolado de rata pré-contraido
com ocitocina na auséncia (pD, = 4,3 £ 0,06) e na presenca (pD, = 4,1 £ 0,08) de
3 mM de 4-AP, um bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis a
voltagem (Ky) (Figura 8). A poténcia relaxante do labdano-302 nao foi auterada na
presenca de 4-AP (Gréfico 5). Tanto na presenca como nha auséncia do
bloqueador o valor de Emax = 100% foi atingido na concentracdo de 3 x 10* M do
labdano-302. O tempo médio para atingir 0 Emax foi de 186,6 + 3,4 min na
auséncia de 4-AP e de 153 + 9,6 min na presenca desse inibidor, apresentando
uma reducdo significativa (p < 0,05) de aproximadamente 33 min no tempo médio

de relaxamento.



Figura 8. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contracdes tonicas induzidas por 10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de 3 mM de 4-AP (B), em utero isolado de rata. As setas para
baixo representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10°, 3 x 107,
10>, 3x 10°,10%, 3x 10“ M) (A) e (B) do labdano-302.
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Gréfico 5. Efeito do labdano-302 sobre as contracGes tbnicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (M) e na presenca (@) de 3 mM de 4-AP, em

Utero isolado de rata (n =5). Os simbolos e as barras verticais representam a
média e 0 e.p.m., respectivamente.



4.2.3 Efeito do labdano-302 sobre as contra¢cdes tbnicas induzidas por
ocitocina na auséncia e na presenca de glibenclamida

O labdano-302 (107 -3 x 10™ M) relaxou o Gtero isolado de rata pré-contraido
com ocitocina na auséncia (pD, = 4,3 £ 0,06) e na presenca (pD, = 4,1 £ 0,05) de
3x10°M de glibenclamida, um bloqueador seletivo dos canais para potassio
sensiveis ao ATP (Katp) (Figura 9). A poténcia relaxante do labdano-302 néo foi
auterada na presenca de glibenclamida (Grafico 6). Tanto na presenca como na
auséncia do bloqueador o valor de Enax = 100% foi atingido na concentragao de
3x10*M do labdano-302. O tempo médio para atingir 0 Emax foi de
186,6 £ 3,4 min na auséncia de glibenclamida e de 163,3 + 13,3 min na presenca
desse inibidor, apresentando uma reducdo significativa (p <0,05) de

aproximadamente 23 min no tempo médio de relaxamento.



Figura 9. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contrag@es tdnicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de glibenclamida (B), em utero isolado de rata. As setas para baixo
representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 107,
3x10°, 10% 3x10*M) (A) e (B) do labdano-302.
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Grafico 6. Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina na auséncia (®) e na presenca (®) de 3x10°M de

glibenclamida, em utero isolado de rata (n = 5). Os simbolos e as barras verticais
representam a media e o e.p.m., respectivamente.



4.2.4 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de apamina

O labdano-302 (107 - 10" M) relaxou o Utero isolado de rata pré-contraido com
ocitocina na auséncia (pD,=4,3+0,06) e na presenca (pD,=3,8+0,03) de
100 nM de apamina, um blogueador seletivo dos canais para potassio sensiveis
ao calcio de pequena condutancia (SKca) (Figura 10). A poténcia relaxante do
labdano-302 foi reduzida cerca de 3 vezes significantemente (p < 0,0001) quando
comparada ao relaxamento produzido pelo diterpeno na auséncia da apamina
(Grafico 7). Tanto na presenca como na auséncia do bloqueador o valor de
Emax = 100% foi alcancado, porém na presenca de apamina esse Emax foi
alcancado na concentracéo de 10° M do labdano-302, uma concentracdo cerca
de 3 vezes maior do que a necessaria na condic&o controle, que foi de 3 x 10™ M.
O tempo médio para atingir 0 Emax 182,7 £ 4,9 min, néo foi alterado de maneira
significante na presenca da apamina quando comparado ao controle
(186,6 = 3,4 min).



Figura 10. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contrag@es tdnicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de apamina (B), em Utero isolado de rata. As setas para baixo
representam as concentracées cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 107%,
3x10°, 10", 3x10*M) (A) e (107, 3x107, 10° 3x10°, 10°, 3x 10>, 10™,
3 x 10* e 10 (B) do labdano-302.
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Grafico 7. Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina na auséncia (m) e na presenca (®) de 100 mM de
apamina, em utero isolado de rata (n =5). Os simbolos e as barras verticais

representam a meédia e 0 e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way” seguido por
Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. apamina).



4.2.5 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de tetraetilamonio (TEA®)

O labdano-302 (107 - 10" M) relaxou o Utero isolado de rata pré-contraido com
ocitocina na auséncia (pD,=4,3+0,06) e na presenca (pD,=3,6 +0,04) de
1 mM de TEA®, um blogueador seletivo dos canais para potassio grande
condutancia sensiveis ao calcio (BKca) (Figura 11). A poténcia relaxante do
labdano-302 foi reduzida cerca de 5 vezes significantemente (p < 0,05) quando
comparada ao relaxamento produzido pelo diterpeno na auséncia do
tetraetilamoénio (Grafico 8). Tanto na presenca como na auséncia do bloqueador o
valor do Enmax = 100% foi alcancado, porém na presenca de TEA® esse Enax foi
alcancado na concentracéo de 10° M do labdano-302, uma concentracdo cerca
de 3 vezes maior do que a necessaria na condi¢do controle, que foi de 3 x 10™ M.
O tempo médio para atingir o Eqax 170 £ 7,6 min, ndo foi alterado de maneira
significante na presenca de TEA® quando comparado ao controle
(186,6 £ 3,4 min).



Figura 11. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contragdes tonicas induzidas por 10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de 1 mM de TEA® (B), em Uutero isolado de rata. As setas
representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 10
3x10° 10% 3x10* M) (A) e (107, 3x 107, 10° 3x 10°, 10°, 3 x 10°, 10*,
3 x10™ e 10 (B) do labdano-302.
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Grafico 8. Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por
10 UI/mL de ocitocina na auséncia (M) e na presenca (®) de 1 mM de TEA*, em
Gtero isolado de rata (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a

média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way” seguido por Bonferroni,
***n < 0,001 (controle vs. TEA").



4.2.6 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presenca de iberiotoxina (IbTx)

O labdano-302 (107 - 10" M) relaxou o Gtero isolado de rata pré-contraido com
ocitocina na auséncia (pD,=4,3+0,06) e na presenca (pD,=3,8+0,06) de
100 nM de IbTx, um bloqueador seletivo dos canais para potassio de grande
conduancia sensiveis ao célcio (BKca) (Figura 12). A poténcia relaxante do
labdano-302 foi reduzida cerca de 3 vezes significantemente (p < 0,0007) quando
comparada ao relaxamento produzido pelo diterpeno na auséncia da iberiotoxina
(Gréafico 9). Tanto na presenca como na auséncia do blogueador o valor de
Emax = 100% foi alcancado, porém na presenca de IbTx esse Emax foi alcancado
na concentracdo de 10° M do labdano-302, uma concentracdo cerca de 3 vezes
maior do que a necessaria na condicdo controle, que foi de 3 x 10* M. O tempo
médio para atingir 0 Emax 200,3 + 12,4 min, ndo foi alterado de maneira
significante na presenga da IbTx quando comparado ao controle
(186,6 £ 3,4 min).



Figura 12. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contrag@es tdnicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presengca de 100 nM de IbTx (B), em utero isolado de rata. As setas
representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 107%,
3x10°, 10" 3x10*M) (A) e (107, 3x 107, 10° 3x10°, 10°, 3x 10>, 10™,
3 x10™ e 10 (B) do labdano-302.
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Gréafico 9. Efeito do labdano-302 sobre as contracGes tbnicas induzidas por
10 UI/mL de ocitocina na auséncia (®) e na presenca (®) de 100 nM de IbTx, em
Utero isolado de rata (n =5). Os simbolos e as barras verticais representam a

média e o0 e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way” seguido por Bonferroni,
***n < 0,001 (controle vs. IbTX).

Tabela 2. Valores de pD, e CEsp do labdano-302 na auséncia (controle) e na
presenca de diversos bloqueadores de canais para potassio.

Bloqueador pD, CEso (M)
- 4,3 +0,06 4,9 +0,6 x 107
CsCl 3,1+0,06 7,3+1,3x10™
4-aminopiridina 4,1+0,08 78+1,4x10°
Glibenclamida 4,1+0,05 6,8+0,9x10°
Apamina 3,8+0,03 1,6 +0,1x 10*
TEA® 3,6 +0,04 2,5+0,05x 10™

IbTx 3,8+0,06 1,6 +0,01 x 10*




4.2.7 Efeito do labdano-302 sobre as contracdes tbnicas induzidas por

ocitocina na auséncia e na presencga de aminofilina

O labdano-302 (10™"? — 3 x 10 M) relaxou o (Gtero isolado de rata pré-contraido
com ocitocina na auséncia (pD, = 4,3 £ 0,06) e na presenca (pD,=7,8+0,1) de
10 M de aminofilina, um inibidor n&o seletivo de fosfodiesterases (Figura 13). A
poténcia relaxante do labdano-302 foi aumentada cerca de 320 vezes
(p <0,0001) quando comparada ao relaxamento produzido pelo diterpeno na
auséncia da aminofilina (Gréafico 10). Tanto na presenca como na auséncia do
inibidor o valor de Emax = 100% foi alcancado na concentracdo de 3 x 10 M do
labdano-302. No entanto a concentragcdo minima em que o labdano-302 produz
efeito tocolitico foi alterada 3 x 10*? M na presenca do inibidor, uma concentracao
cerca de 100.000 vezes menor que a utilizada no controle, que foi de 3 x 107 M.
O tempo médio para atingir o Emax foi de 186,6 + 3,4 min na auséncia da
aminofilina e de 302,3 + 12,4 min na presenca desse inibidor, apresentando um
aumento significante (p < 0,0002) de aproximadamente 115 min no tempo médio

de relaxamento.



Figura 13. Registros originais representativos do efeito relaxante do labdano-302
sobre as contrag@es tdnicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A)
e na presenca de 100 nM de aminofilina (B), em utero isolado de rata. As setas
representam as concentracdes cumulativas (107, 3x 107, 10° 3x10°, 107,
3x10°, 10% 3 x10* M) (A) e (10*?,3x 10*% 10,3 x 10, 10%°, 3 x 10™°, 10,
3x 107, 10% 3x10°%107,3x107,10° 3x 10° 10° 3x 10", 10" e 3 x 10™) (B)
do labdano-302.
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Grafico 10. Efeito do labdano-302 sobre as contragbes tbnicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina na auséncia (m) e na presenca (®) de 10*M de
aminofilina, em atero isolado de rata (n =5). Os simbolos e as barras verticais

representam a meédia e 0 e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way” seguido por
Bonferroni, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (controle vs. aminofilina).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram reunidas evidéncias farmacolégicas que déo
suporte a hipotese de que o &cido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico
(labdano-302), diterpeno da classe dos labdanos isolado das cascas do caule da
espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul., exerce seu efeito tocolitico em
Utero isolado de rata através da modulacdo positiva de canais para K* de grande
condutancia ativados pelo célcio (BKca) e os canais para K' de pequena
condutancia ativados pelo calcio (SKca), aléem da participacdo dos nucleotidios
ciclicos.

Em estudos anteriores Ribeiro (2003) demonstrou que o
labdano-302 apresentou efeito tocolitico em Gtero de rata por inibir de maneira
eqguipotente as contracfes fasicas induzidas por carbacol e por ocitocina. O fato
do labdano-302 ter antagonizado as contragcdes induzidas tanto por carbacol
quanto por ocitocina, de maneira equipotente, € sugestivo que o diterpeno nao
estd agindo em nivel de receptor, e sim em um passo comum da via de
sinalizacao que leva a contracdo por estes agonistas, uma vez que cada agonista
tem seu proprio sistema receptor especifico, ou agindo através de uma via de
sinalizagdo que leve ao relaxamento deste 6rgdo. Com o intuito de dar
continuidade aos resultados obtidos por Ribeiro (2003), decidiu-se investigar o
possivel mecanismo de acéo tocolitica do labdano-302 em utero isolado de rata.

Para confirmar ou descartar a hipétese de que labdano-302 néo
estaria agindo em nivel de receptor muscarinico e de ocitocina, decidiu-se
caracterizar o0 bloqueio exercido pelo diterpeno frente as curvas
concentragcbes-resposta cumulativas induzidas por carbacol ou por ocitocina. Foi
observado um desvio das curvas para direita, de forma nao-paralela e com
reducdo do Emax (Gréfico 1A e 2A), sugerindo um antagonismo do tipo
nao-competitivo, que foi confirmado pelo valor de “slope” do grafico de Schild
(Gréfico 1B e 2B) o qual diferiu significativamente da unidade, confirmando a
hipétese que o labdano-302 ndo esta agindo em nivel de receptores muscarinicos
e de ocitocina para promover seu efeito tocolitico.

O fon célcio (Ca*") é responsavel por desencadear uma variedade
de processos celulares nos neurbnios, masculos e muitas células ndo-excitaveis e
tem como funcdo mais importante a sinalizagdo celular quando do aumento da
[Ca®"]. (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE, 1997; BERRIDGE; BOOTMAN;



LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE,
2001; SCHUSTER; MARHL; HOFER, 2002). O Ca**, um regulador celular
universal (CAMPBELL, 1983), € um sinal priméario responsavel pela ativacdo da
contracdo do musculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; MORGAN,
1982).

A contracdo do musculo liso é disparada principalmente pelo
aumento da [Ca®*]., e pode ser alcancada tanto via despolarizacédo de membrana,
levando ao aumento da [Ca*]. através dos canais para célcio dependentes de
voltagem (Cay), como pela ligacdo do agonista a um receptor, que pode ser
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003),
originalmente designados por acoplamentos eletromecéanico e farmaco-mecanico,
respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como o carbacol e a
ocitocina ligam-se a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a
cascata de fosfoinositidios, usualmente através da producédo de IP3; mediada pelas
proteinas Gq e Gy, estimulando, assim a liberagdo de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico (RS) (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas
contrateis podem também elevar a [Ca**]. através de receptores de rianodina e
estimular a entrada de Ca*" através dos mdltiplos tipos de canais, incluindo canais
para Ca** operados por estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001;
McFADZEAN; GIBSON, 2002).

Em musculo liso, varios agentes contrateis causam uma resposta
contratil bifasica, consistindo em uma contragéo inicial transiente — componente
fasico (< 30 s), seguido por uma contracdo sustentada — componente ténico, que
se desenvolve lentamente ao longo de 15 min e é mantida durante o periodo de
exposicdo ao agente contrétil (para revisdo ver VAN BREEMEN; AARONSON;
LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979).

Baseado no fato de que os mecanismos envolvidos na manutencao
da fase tbnica da contracdo sdo diferentes em relacdo aos da fase fasica
(ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA,
1996), resolveu-se verificar se o labdano-302 promoveria o relaxamento do utero
pré-contraido com ocitocina e KCI.

Como um dos passos comum as vias de sinalizacdo da ocitocina e
do KCI é a despolarizacdo da membrana plasmatica, com consequente abertura

dos Cay que leva a um influxo de Ca®*, resultando na manutencéo da fase ténica



da contracdo (WRAY, 1993), levantou-se a hipotese de que o labdano-302
poderia estar agindo por blogueio do influxo de Ca?* através dos Cay.

Para verificar esta hipotese, avaliou-se o efeito do diterpeno sobre o
componente ténico da resposta contratil induzida por KCI (acoplamento
eletromecanico) e por ocitocina, que age por acoplamento misto (farmaco e
eletromecanico) em utero isolado de rata. Como mostra a Figura 5 o labdano-302
ndo relaxou de maneira significante (Emax=9,75 + 0,07%) o Utero pré-contraido
com KCI, entretanto relaxou com eficacia maxima (Emax = 100%) e de maneira
dependente de concentracdo o Utero pré-contraido com ocitocina (Grafico 3). O
fato do labdano-302 néo relaxar o Gtero pré-contraido com KCI 60 mM é sugestivo
de que o mecanismo de acdo espasmolitica do mesmo nao envolva bloqueio
direto dos Cay, e sim ativacdo de canais para potassio. Pois, ja € bem relatado na
literatura que ativadores de canais para potassio sao praticamente ineficazes em
induzir relaxamento de musculo liso pré-contraido por elevadas concentracdes de
K* no meio extracelular, devido a grande reducéo no gradiente eletroquimico para
o efluxo de K* (GURNEY, 1994; NIELSEN-KUDSK, 1996).

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 funcdes fisiologicas, tais como, potencial
de membrana celular, secrecdo de hormoénios e de neurotransmissores. Sua
atividade pode ser regulada por voltagem, Ca®*, por neurotransmissores e
consequentemente as vias de sinalizagdo que eles estimulam, estimulos quimicos
e fisicos, incluindo a tensdo de oxigénio, pH, lipidios, estiramento mecanico,
GPCRs, entre outros estimulos (LESAGE; LAZDUNSKI, 2000; ALEXANDER,;
MATHIE; PETERS, 2007). O movimento dos ions K* através de canais
localizados na membrana regulam o influxo de Ca®" através dos Cay
(THORNELOE; NELSON, 2005).

A associacdo entre o aumento da atividade dos canais para K" e o
relaxamento do masculo liso vem sendo estudada em varios tecidos e com
diversos canais para K*. Alguns autores apresentam evidéncias da participacio
de varios canais para K* na regulacdo do musculo liso, tanto em nivel funcional

como em nivel eletrofisiolégico, como por exemplo: K, em ileo de cobaia (LIMA,



2004; CAVALCANTE, 2008) e aorta de rato (RIBEIRO et al., 2007a). BKc, em ileo
de cobaia (SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 1999; CAVALCANTE, 2001;
CAVALCANTE, 2008; LIMA, 2008), musculo longitudinal de ileo de cobaia
(UYAMA; IMAIZUMI; WATANABE, 1993), traquéia de cobaia (HIRAMATSU et al.,
1994, RIBEIRO, 2007), artéria mesentérica de rato (OLIVEIRA et al.,, 2004),
traquéia de cao (WADE; SIMS, 1993), traquéia de porco (KUME et al., 1994;
KANNAN; JOHNSON, 1995; YAMAKAGE; HIRSHMAN; CROXTON, 1996), utero
de rata (LIMA, 2008, TRAVASSOS et al. 2009), aorta de coelho (DEMIREL et al.,
1994), artérias submucosas e mesentéricas de cobaia (HILL et al., 1997) e no
miométrio humano (ANWER et al., 1993, MEERA et al., 1995). SKc, em ileo de
cobaia (CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008), utero de rata (SILVA; OKUYAMA,;
PAIVA, 1996) e em aorta de rato (SILVA et al., 1994). Katp em ileo de cobaia
(CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008), traquéia de cobaia (SHIKADA; TANAKA,
1995), musculo longitudinal de ileo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD, 1996) e
de cobaia (SUN; BENISHIN, 1994), em uretra de cobaia (TERAMOTO; BRADING;
ITO, 1999) e em traquéia de gato (TERAMOTO; NAKASHIMA; ITO, 2000).

O efluxo de potassio em células miometriais resulta em
repolarizacdo de membrana e este efluxo é a corrente idnica primaria responséavel
pela manutencdo do potencial de repouso no utero (BRAINARD; KOROVKINA;
ENGLAND, 2007).

No musculo liso uterino, os mais abundantes e mais bem estudados
canais para K" séo: Ky; BKca; SKca; Katp (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND,
2007).

Fundamentado no fato de que recentemente foram demonstradas
evidéncias farmacolégicas de que o0 mecanismo de acdo relaxante do
labdano-302 em traquéia de cobaia se da pela participacdo dos BKc, (RIBEIRO et
al., 2007a), em aorta de rato pela participacéo dos Ky e K;; (RIBEIRO, 2007) e, em
ileo de cobaia pela participacdo dos SKca € Karp (MACEDO, 2008), decidiu-se
investigar a participacdo dos canais para potassio no efeito tocolitico promovido
por labdano-302 em utero isolado de rata.

No presente estudo, a participagdo dos canais para K' no efeito
tocolitico do diterpeno foi investigada em nivel funcional, utilizando-se
bloqueadores desses canais como ferramentas farmacolégicas. Uma vez que a
poténcia relaxante do labdano-302 na presenca de CsCl, blogueador n&o seletivo

dos canais para K', foi reduzida significativamente em aproximadamente 16



vezes, ocorrendo um desvio da curva de relaxamento do labdano-302 para direita
no Utero pré-contraido com ocitocina é sugestivo de que haja a participacdo de
canais para K' no mecanismo de acdo tocolitica do diterpeno em Utero de rata
(Gréfico 4).

Os canais para K’ sensiveis a voltagem (Ky) sdo amplamente
expressos no musculo liso uterino. Cada canal € composto de quatro
subunidades, sendo que cada subunidade (S) possui seis regides hidrofébicas
(S1-S6), que formam o dominio transmembrana. Essas regides hidrofobicas sao
ligadas por sequiéncias de aminoacidos hidrofilicos, os quais sdo expostos no
espaco intra- ou extracelular. Cada subunidade contém um dominio carboxi- e
amino-terminal citoplasmatico. A regido S4 é carregada, contendo um aminoacido
basico (lisina ou arginina) a cada trés residuos, sendo essa regido um importante
componente do sensor de voltagem do canal. A via de permeacao do canal é
formada, em parte, pela regido de ligacdo das sequéncias transmembrana S5 e
S6 e é chamada de H5 ou regido do poro (JAN; JAN, 1992)

Visto que os Ky contribuem para o potencial de repouso nesta
células, uma vez que em resposta a despolarizacdo, o efeluxo de K através
destes canais induz repolarizacdo das células para restabelecer o potencial de
repouso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007), levantou-se a hipétese de
gue o labdano-302 poderia estar induzindo o efeito tocolitico por ativagdo dos Ky
gue ao repolarizar a membrana levaria indiretamente ao bloqueio do influxo de
Ca?* via Cay e por fim ao relaxamento. Para tanto avaliou-se o efeito relaxante do
labdano-302 na presenca e na auséncia da 4-AP, um bloqueador seletivo dos Ky,
e 0 observado foi que ndo ha a participacdo dos Ky no mecanismo de acéo
tocolitica do labdano-302, uma vez que a 4-AP em nada alterou as curvas de
relaxamento do diterpeno em Uutero pré-contaido com ocitocina (Grafico 5),
semelhante ao observado por Macédo (2008) em ileo de cobaia e por Ribeiro et
al. (2007a) em aorta de rato.

Os canais para K* sensiveis ao ATP (Katp) estdo presentes em
varios tipos de musculos lisos. Uma caracteristica primaria destes canais € a de
sua abertura ser inibida por concentracbes basais de ATP intracelular, por
sulfoniluréias e por baixas concentracbes de Ba?* (STANDEN et al., 1989;
SANBORN, 2000). No entanto, hoje se sabe que existem subtipos de Karp que

sdo relativamente insensiveis aos niveis basais de ATP, mas sao blogueados



seletivamente pela glibenclamida do mesmo modo que os demais (MISHRA;
AARONSON, 1999).

Os canais Katp s80 um complexo de pelo menos duas proteinas, o
receptor de sulfoniluréias (SUR) associado a uma subunidade formadora do poro
que pertence a familia Kir6.0. A estequiometria do canal consiste de um tetramero
de subunidades Kir6.0 (principalmente Kir6.1 e Kir6.2), que forma o poro do canal,
rodeada de quatro proteinas SUR. Para formar um canal funcional, ambas as
subunidades SUR e Kir6.1 ou Kir6.2 sdo essenciais, ja que nenhum canal &
formado quando essas proteinas sdo expressas sozinhas. Sao as subunidades
SUR que conferem ao canal sensibilidade as sulfoniluréias e aos abridores do
canal, como o diazéxido, e uma vez que essas subunidades possuem o dominio
de ligacdo de nucleotidios, elas também conferem sensibilidade ao ATP
(STANDEN, 1997). A isoforma predominante dos Karp em células miometriais é a
Ki6.1/SUR2B, apesar da isoforma K;6.2/SUR1 também ja ter sido evidenciada
(CHIEN et al.,1999; CURLEY et al., 2002). As correntes através dos Karp ndo tém
sido diretamente medidas em células miometriais, mas a acdo delas esta
implicada na funcdo miometrial. Os ativadores dos Katp diminuem as contracfes
uterinas, no entanto, eles sdo mais potentes em miométrio humano néo gravido
do que em gravido (SANBORN, 2000). O papel destes canais, no tecido muscular
liso é menos claro e, provavelmente, reflete a grande diversidade de funcdes
deste tecido (KHAN et al., 2001).

Para avaliar se 0s Karp estariam participando do mecanismo de
acdo espasmolitica do labdano-302 em Utero isolado de rata, testou-se o efeito do
extrato na presenca de glibenclamida, inibidor seletivo destes canais, e observou-
se que a curva de relaxamento induzida pelo diterpeno no Utero pré-contraido
com ocitocina nao foi alterado na presenca de glibenclamida (Gréafico 6),
sugerindo que esse tipo de canal para K ndo esta participando do efeito tocolitico
promovido pelo labdano-302, semlhante ao que foi observado por Ribeiro (2007)
em traquéia de cobaia e aorta de rato, o que néo foi observado por Macédo
(2008) em ileo de cobaia.

Os canais para K' ativados por Ca?* (Kcz) contribuem para a
repolarizacdo do potencial de acédo e sao divididos em trés grandes familias com
base em suas condutancia, cinética e farmacologia (SAH; FABER, 2002): 1) SKca,
sdo bloqueados por apamina; 2) canais para K* de condutancia intermediaria

ativados por Ca®" (IKca) bloqueados pelo clotrimazole, e 3) BKca que sdo



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 concentracdo de Ca®" citosélico (< 1,0 uM), em contraste aos
BKca que sdo ativados tanto por voltagem como por Ca** (WEI et al., 2005). Os
BKca sdo encontrados em cérebro, coclea, masculo esquelético e masculo liso. Ja
0s SKca sé@o largamente encontrados em cérebro, coracdo e alguns tipos de
musculo liso. Enquanto que os IKc, estdo presentes na placenta, prostata,
linfécitos, pancreas e endotélio vascular (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 os Kcga2.1, 2.2 e 2.3 (KOHLER et al.,, 1996), e os IKca
passaram a ser chamados de Kca3.1 (ISHII et al., 1997; JOINER et al., 1997).
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 Kcad.1 séo ativados
pelo Na* e CI intracelular (YUAN et al., 2003), enquanto o0 Kcg5.1 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 séo largamente encontrados
em cérebro, coracdo e alguns tipos de musculo liso. Enquanto que 0s Kca3.1
estdo presentes na placenta, préstata, linfocitos, pancreas e endotélio vascular
(WEI et al., 2005).

Os canais SKc, geram uma corrente hiperpolarizante em células
excitaveis apos a geracao do potencial de acéo, e assim levam ao relaxamento do
musculo liso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Os SKc, estdo
constitutivamente associados a calmodulina, que medeia a abertura do canal
através da ligagcado com o calcio (XIA et al., 1998).

Inicialmente, hipotetizou-se que os canais SKcz poderiam estar
envolvido no mecanismo de a¢éo induzido pelo labdano-302. Caso essa hipotese
fosse verdadeira o relaxamento do Utero de rata induzido pelo diterpeno deveria
ser atenuado na presenca de apamina, um bloqueador seletivo dos SKc,. O fato
da curva de relaxamento produzida por labdano-302 ter sido deslocada para a
direita na presenca de apamina e ter reduzido sua poténcia em torno de 3 vezes

(Gréfico 7) é sugestivo que o labdano-302 esteja promovendo seu efeito tocolitico



através de uma modulacao positiva desses canais. Estes dados estdo em acordo
com os encontrados em ileo de cobaia por Macédo (2008).

Os canais BKc; (também conhecido como maxi-K) sdo um dos
canais idnicos mais estudados no musculo liso do utero devido a sua abundéncia
e significativa corrente de repolarizacdo. Relativamente poucos canais BKca
precisam ser ativados para produzir relaxamento uterino, assim, estes canais
podem ter efeitos profundos sobre a atividade miometrial, principalmente em
Gteros gravidicos, onde ha uma maior expressao desses canais, impedindo assim
as contracbes uterinas e, consequentemente, o aborto (BRAINARD;
KOROVKINA; ENGLAND, 2007).

Os canais BKc; sdo compostos de quatro subunidades a e quatro
subunidades . A subunidade a é a porg¢ao formadora do poro do canal e consiste
de 11 dominios hidrofébicos (S0-S10). O dominio transmembrana (S0-S6)
constitui o nucleo da subunidade a com uma cauda NH; terminal. Os quatro
demais dominios (S7-S10) sé&o localizados no citoplasma e forma a cauda COOH
terminal da proteina. As subunidades a podem associar-se com diferentes
subunidades B, o que explica diferentes propriedades dos BKc, em diferentes
tecidos. A subunidade B € composta por dois dominios transmembrana com uma
grande alca extracelular, e as caudas NH, e COOH terminais localizadas no
citoplasma. (PAULSON; NEWMAN, 1987; BOYLE et al., 1992). As propriedades
fisiolégicas dos BKc,, incluindo a sensibilidade ao Ca®', sdo moduladas pelas
subunidades p acessorias. As estimativas da sua densidade média, em musculo
liso variam entre 1 a 4 canais/um? (BENHAM; BOLTON, 1986; SINGER; WALSH
JR. 1987; PEREZ et al., 1999).

Diante dessas premissas passou-se a investigar se o labdano-302
estaria agindo sobre os canais BKc,, ativando-os, e consequientemente levando a
uma repolarizacdo de membrana que levaria indiretamente ao fechamento dos
Cay. Em presenca de 1 mM de TEA", uma concentracio especifica para bloquear
apenas 0s BKc, (LATORRE et al., 1989; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996), a
curva de relaxamento promovida pelo labdano-302 foi desviadas para direita
(Gréfico 8) tendo sua poténcia relaxante diminuida em torno de 5 vezes quando
comparada com a curva de relaxamento na auséncia deste bloqueador. Estes
dados demonstram que provavelmente o relaxamento produzido pelo diterpeno
em utero isolado de rata esta associado a abertura dos BKc,, semelhante ao

observado por Ribeiro et al. (2007a) em traquéia de cobaia. Pelo TEA" se tratar



de um ion e, portanto poder se ligar em outros canais iénicos, para confirmar que
realmente os BKc, estariam envolvidos no efeito do diterpeno, utilizou-se a
iberiotoxina, um bloqueador especifico desses canais (GALVEZ et al.,, 1990;
CANDIA; GARCIA; LATORRE, 1992; ABOULAFIA et al., 2002). Foi verificado que
a poténcia relaxante labdano-302 (Grafico 9) diminuindo significativamente em
torno de 3 vezes quando comparada na auséncia da iberiotoxina, confirmando
assim a participacdo dos BKc; no mecanismo de acao tocolitico do diterpeno.

Desta forma podemos sugerir que o labdano-302 pode estar
atuando em utero de rata através de uma modulacdo positiva de canais Kc,, mais
especificamente os SKca € BKca, 0 que poderia levar a uma repolarizacado de
membrana das células musculares de Utero de rata, consequentemente reducéo
do influxo de Ca* via Cay , reduzindo assim a [Ca®']. e produzindo relaxamento
deste 6rgao.

Contudo, existem varias evidéncias de substancias capazes de
modular indiretamente a abertura de canais para K* (LIU et al., 2003; DENSON et
al., 2005; YANG et al., 2005), algumas delas, como a forscolina (FSK) que é um
diterpeno do tipo labdano, sdo capazes de modular positivamente a abertura de
canais para K" por fosforilagdo via PKA, por ativar diretamente a adenilil ciclase
(WELLMAN et al.,, 1998; WALDRON; COLE, 1999; MASON et al.,, 2002,
WINKLHOFER et al., 2003).

As fosfodiesterases (PDEs) estdo amplamente distribuidas em
varios tecidos de mamiferos, incluindo o musculo liso uterino, sendo distribuidas
em 11 familias distintas (PDE1-11) e tendo como fung¢do a hidrélise do AMPc
(3',5-monofosfato ciclico de adenosina) e do GMPc (3',5-monofosfato ciclico de
guanosina) resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o 5-GMP, que n&o
mais sdo capazes de ativar, respectivamente, a PKA (proteina cinase dependente
de AMPc) e a PKG (proteina cinase dependente de GMPc), 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 a um acumulo do conteudo total desses nucleotidios
(BENDER; BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006).

Uma maneira indireta de se investigar a participacdo de nucleotidios

ciclicos no efeito relaxante de uma droga teste € a utilizacdo de inibidores de



PDEs, onde se espera que a poténcia relaxante de substéncias que estejam
agindo aumentando os niveis de nucleotidios ciclicos seja maior. Entdo surgiu a
questdo: serd que o diterpeno estaria agindo por aumentar 0s niveis de
nucleotidios ciclicos? Para confirmar ou descartar esta hipétese lancou-se mao de
um conhecido inibidor das PDEs, a aminofilina (HIRSH et al., 2004), e observou-
se que a aminofilina promoveu uma significante potencializagdo do efeito
relaxante do labdano-302 (Gréafico 10) em torno de 320 vezes. Estes dados estdo
em concordancia com os da literatura, pois outros diterpenos do tipo labdano
como a FSK tem seu efeito relaxante potencializado pela presenca de inibidores
de PDEs em vérios musculos lisos, como artéria coronaria de boi e caes, intestino
delgado de coelho, aorta de rato e traquéia de cobaia (MULLER; BAER, 1983;
SATAKE et al., 1995; TRUSS et al., 1996; TANIZAWA et al., 1998). Resultados
semelhantes foram observados por Ribeiro (2007) em aorta de rato e por Macédo
(2008) em ileo de cobaia.

Sendo assim, o fato do efeito tocolitico do labdano-302 ter sido
potencializado pela presenca de aminofilina pode indicar que os nucleotidios
ciclicos, possivelmente o AMPc, de alguma forma, esteja participando do
mecanismo de agao tocolitico do labdano-302 em Utero isolado de rata.

As evidéncias apresentadas aqui levam a propor que, em nivel
funcional, o0 mecanismo de acéo para explicar o efeito tocolitico do labdano-302
em Utero isolada de rata se da por uma modul¢cao positiva de canais para potassio
sensiveis ao calcio (Kca), especificamente 0s SKc, € 0s BKca. Essa modulagéo
parece envolver a participacao dos nucleotidios ciclicos uma vez que labdano-302
teve sua poténcia relaxante deveras aumentada na presenca de um inibidor
inespecifico de PDE, sugerindo assim que o diterpeno poderia estar aumentando
0s niveis intracelulares de AMPc o que levaria a uma subsequente ativacdo da
PKA e esta seria capaz de fosforilar canais para K’ levando a uma
repolarizacao/hiperpolarizagdo da membrana plasmatica e consequentemente
reducdo do influxo de célcio via Cay. No entanto mais protocolos experimentais
Sa0 necessarios para que possamos confirmar essa hipoétese.

Outras vias de sinalizacdo intracelular, ainda néo investigadas,
podem ter um grande papel no efeito relaxante do labdano-302 sobre os
musculos lisos, ainda sendo necessérias futuras investigacfes para a obtencao
de uma visao total do mecanismo de acéo pelo qual o diterpeno exerce seus

efeitos.
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6 CONCLUSOES

No estudo do efeito tocolitico do acido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-
oico (labdano-302), diterpeno isolado das cascas do caule de Xylopia langsdorfina
A. St.-Hil. & Tul., visando elucidar o mecanismo de ac¢do em Utero isolado de rata,

pode-se concluir que:

a) O labdano-302 nao esta agindo diretamente em nivel de receptor
muscarinico e de ocitocina para produzir efeito tocolitico;

b) Ndo h&a envolvimento dos canais para potassio do tipo Ky e Karp

na acao tocolitica do labdano-302;

c) O labdano-302 modula positivamente os canais para potassio do
tipo SKca € BKca, 0 que indiretamente reduziria o influxo de Ca®" através dos Cay

com consequente relaxamento;

d) Os nucleotidios ciclicos estdo envolvidos no efeito tocolitico do
labdano-302;

e) N&o se podem descartar outras vias de sinalizagédo que ainda néao

foram investigadas.






7 PERSPECTIVAS

7.1Em estudos funcionais:

1. Avaliar o grau de participacdo dos canais de potassio no efeito tocolitico
produzido pelo labdano-302 por meio da incubacdo simultdnea de varios

blogueadores desses canais;

2. Verificar qual tipo de PDEs estaria envolvida no efeito tocolitico promovido

pelo labdano-302 por meio de inibidores seletivos dessas enzimas;

3. Investigar a participagdo da PKA e/ou PKC no efeito tocolitico produzido

pelo labdano-302 por meio de inibidores seletivos dessas enzimas;

7.2 Em estudos celulares e moleculares:

1. Avaliar se labdano-302 interfere com o ciclo celular em midécitos uterinos de

rata, através da técnica de citometria de fluxo;

2. Avaliar se labdano-302 interfere com o0s niveis intracelulares de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) em miécitos de Gtero de rata, através

de técnica de imunoensaio;

3. Verificar se labdano-302 interfere com a [Ca®]c em miécitos uterinos de

rata, através de técnicas fluorimétricas;

4. Avaliar o efeito do labdano-302 nas correntes de Ca®' através dos Ca, 1.2,
utilizando a configuragao “whole-cell” da técnica de patch-clamp em midcitos de

Utero de rata;

5. Investigar o efeito do labdano-302 nas correntes de K* através dos BKc,,
utilizando a configuragéao “cell-attached” da técnica de patch-clamp em midcitos

uterinos de rata.
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