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RESUMO



A agdo tocolitica do 6leo essencial de Rollinia leptopetala R. E. Fries envolve a
modulacéo positiva dos canais de potassio em Utero isolado de rata
FERREIRA, P. B. (2014)

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagdo de Mestrado, CCS/UFPB

RESUMO

A espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries, conhecida popularmente como
“pinha-brava”, “bananinha” e “pereiro”, é utilizada tradicionalmente como digestiva.
Das folhas dessa espécie foi extraido o 6leo essencial (RL-OE), que, em estudos
anteriores, apresentou atividade tocolitica frente as contragfes fasicas induzidas por
carbacol (CCh) ou ocitocina em Utero isolado de rata. Assim, o0 objetivo desse trabalho
foi caracterizar o mecanismo de acéo tocolitica do RL-OE, por meio de metodologias
funcionais. Como os mecanismos para inducao da contragéo fasica séo diferentes dos
que mantém a tdnica, decidiu-se verificar se o RL-OE relaxaria o Utero pré-contraido
com KCI ou ocitocina. O 6leo relaxou o Utero pré-contraido com 60 mM de KCI
(CEso= 22,4 = 2,4 pg/mL) ou com 10? Ul/mL de ocitocina (CEso= 4,1 + 0,4 pg/mL),
sendo mais potente para ocitocina. Em seguida, hipotetizou-se que o RL-OE estaria
antagonizando os receptores de ocitocina, sendo essa hipétese confirmada, uma vez
que, observou-se a inibicAo das curvas concentragfes-resposta cumulativas a
ocitocina, desviando-as para a direita, de maneira ndo paralela e com reducéo do seu
Emax, descartando-se um antagonismo do tipo competitivo. A participagdo dos
receptores adrenérgicos foi avaliada. Para isso, utilizou-se a fentolamina, um
antagonista dos receptores a, entretanto ndo houve alteragdo da poténcia tocolitica do
RL-OE, sendo descartado o antagonismo desse receptor. Também utilizou-se o
propranolol, um antagonista dos receptores adrenérgicos B, constatando-se que a
curva de relaxamento, na presenca do bloqueador, foi desviada para a esquerda, com
potencializacdo do RL-OE, descartando a ativacdo desses receptores. Outras vias que
modulam a fung&o contréatil do miométrio uterino séo as vias do 6xido nitrico (NO) e da
ciclo-oxigenase (COX). Investigou-se a participacdo dessas vias no mecanismo de
acao do 6leo essencial utilizando L-NAME e indometacina, inibidores das vias do NO e
da COX, respectivamente. Entretanto, o efeito do RL-OE néo foi alterado na presenca
dos inibidores, descartando a participagdo dessas vias no seu mecanismo de acgéo
tocolitica. Outra via investigada foi o0 modulacdo dos canais de K*. Para isso, utilizou-
se bloqueadores nao-seletivo e seletivos desses canais. A poténcia tocolitica do
RL-OE (CEso= 4,1 + 0,4 pg/mL) foi reduzida 2,2 vezes na presenca de 5 mM de CsClI
(CEsq=8,9 £ 1,1 pg/mL), bloqueador nédo seletivo desses canais, confirmando a
participacdo dos canais de K* no efeito tocolitico do RL-OE. Para verificar qual(is)
canal(is) de K" estariam envolvidos usou-se bloqueadores seletivos desses canais. O
fato do TEA" 1 mM, bloqueador dos canais de K* de grande condutancia ativados por
célcio (BKc,); da apamina, um bloqueador dos canais de K' ativados por Ca* de
pequena condutancia (SKcy) e da glibenclamida, bloqueador dos canais de K*
sensiveis ao ATP (Karp) Néo alterarem o efeito tocolitico do RL-OE indica que os
BKca, SKca € 0s Katp NA0 estariam envolvidos em seu mecanismo de acdo. Entretanto,
a curva concentracfes-resposta de relaxamento induzida pelo RL-OE foi desviada
para direita na presenca de 4-aminopiridina, blogueador dos canais de K*
dependentes de voltagem (K,), com reducdo da poténcia tocolitica do RL-OE
(CEsp=10 = 0,6 pg/mL), sugerindo o envolvimento dos K, no mecanismo de agdo
tocolitica do RL-OE em utero de rata. Conclui-se que o RL-OE exerce efeito tocolitico
modulando positivamente os canais de K*, especificamente os K,, que bloqueariam de
modo indireto os canais de calcio dependentes de voltagem (Cay), resultando no
relaxamento da musculatura lisa uterina.

Palavras-chave: Rollinia leptopetala, 6leo essencial, atividade tocolitica, Utero de rata,
canal de potassio.



ABSTRACT



The tocolytic action of essential oil from Rollinia leptopetala R. E. Fries involves positive
modulation of potassium channels on rat uterus

FERREIRA, P. B. (2014)

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagdo de Mestrado, CCS/UFPB

Rollinia leptopetala R. E. Fries species, popularly known as “pinha-brava”, “bananinha”
and “pereiro”’, and traditionally cited as digestive. From R. leptopetala leaves was
extracted an essential oil (RL-OE) that showed tocolytic effect in carbachol- (CCh) and
oxytocin-induced phasic contractions on rat uterus. Thus, we aimed characterize the
mechanism of tocolytic action of RL-OE using by functional techniques. Since the
mechanisms to induce the phasic contractions are distinct from the tonic ones, we
decided to evaluate whether RL-OE would relax rat uterus pre-contracted with KCI or
oxytocin. The essential oil relaxed pre-contracted with 60 mM KCI (ECso=22.4 + 2.4
ng/mL) or 102 Ul/mL oxytocin (ECso= 4.1 + 0.4 pg/mL). After, it was hypothesized that
RL-OE would antagonize oxytocin receptors, and this hypothesis was confirmed since
cumulative concentration-response curves to oxytocin were inhibited, shifted to the
right, in a non-parallel manner and with E..x reduction, discarding a competitive
antagonism. The participation of adrenergic receptors was also evaluated. For this,
phentolamine (an antagonist of a-receptors) was used, but none change in RL-OE
tocolytic potency was observed, being discarded the involvement of this receptor.
Additionally, propranolol (an antagonist of B-receptors) was used and the relaxation
curve induced by RL-OE, in the blocker presence, was shifted to the left, with
potentiation of oil effect and rejecting the hypothesis of B-receptors activation. Other
pathways that modulate the myometrium contractility are nitric oxide (NO) and
Cyclooxygenase (COX) pathways. The involvement of them in tocolytic mechanism of
RL-OE was investigated using L-NAME and indomethacin, inhibitors of NO and COX
pathways, respectively. However, RL-OE effect was not altered in the presence of
inhibitors, discarding their contribution. The participation of K* channels was developed
using non-selective and selective blockers of them. The tocolytic potency of RL-OE
(ECs0o= 4.1 +£0.4 pg/mL) was reduced 2.2 fold in the presence of 5 mM CsClI
(ECso= 8.9 + 1.1 pg/mL), a non-specific blocker K* channels, indicating participation of
these channels. To investigate which subtypes of K* channels would be involved
selective K" channels blockers were used. In the presence of 1 mM TEA®, blocker of
large conductance calcium-activated K channels (BKc,), apamin, blocker of small
conductance calcium-activated K* channels (SKc,) and glibenclamide, blocker of ATP-
sensitive potassium channel (Karp) did not changed the tocolytic action of RL-OE,
showing that BKc,, SKca and Karp are not involved. Interestingly, the relaxation curve
induced by RL-OE was shifted to the right in the presence of 4- aminopyridine, blocker
of voltage-gated K+ channels (Ky), with reduction of RL-OE potency (ECso= 10 * 0.6
pg/mL), indicating Ky participation in the mechanism of tocolytic action of RL-OE on rat
uterus. Therefore, the tocolytic mechanism of RL-OE involves the positive modulation
the K* channels, in special Ky subtypes, that indirectly blockade of voltage-gated Ca?*
channels (Cay) leading to uterine smooth muscle relaxation.

Keywords: Rollinia leptopetala, essential oil, tocolytic activity, rat uterus, potassium
channels.
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Kir canais de potéssio retificadores de entrada
Ky canais de potassio dependentes de voltagem
L-NAME Nw nitro L arginina metil éster

MLC cadeia leve da miosina

MLCK cinase da cadeia leve da miosina

NO oxido nitrico

NOS sintase do oxido nitrico

OCl ocitocina

OMS Organizacdo Mundial da Saude

PGs prostaglandinas

PKA proteina cinase dependente de cCAMP

PKG proteina cinase dependente de cGMP

PLC fosfolipase C

PLA, fosfolipase A,

PLD fosfolipase D

PMCA Ca®"-ATPase da membrana plasmatica
RENAFITO Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
RENISUS Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao

Sistema Unico de Saude
Rho pequena proteina G da familia Rho

RL-OE Oleo essencial de Rollinia leptopetala



RS
SERCA

SKCa

SUR
SUS

TEA"

receptor de rianodina
reticulo sarcoplasmético
Ca?*-ATPase do reticulo endo-sarcoplasmatico

canais de potassio ativados por calcio de pequena

condutancia
receptor para sulfonilureia
Sistema Unico de Saude

fon tetraetilamoénio

OBS: as abreviaturas e os simbolos utilizados neste trabalho e que néo
constam nesta relagdo, encontram-se descritas no texto ou sao convencgdes
adotadas universalmente.
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1.1 Produtos naturais

Os produtos naturais sdo considerados como uma biblioteca natural de
guimica combinatéria que pode originar substancias com diversidade quimica e
farmacoldgica. No inicio do século XIX, F. W. Serturner isolou a morfina do
Opio, o que abriu as portas para uma nova era no uso de produtos naturais
como medicamentos (WANG et al.,, 2011). A pesquisa em produtos naturais
pelo seu potencial de cura vem desde os tempos antigos, e foi retomada e
desenvolvida nos ultimos anos (NABAVI et al., 2014; NABAVI et al., 2013).

Ao longo do século passado, um grande niumero de produtos naturais
extraidos de plantas e de animais esta associado com beneficios para a saude,
na prevencao e no tratamento de doencas (MORA-PALE et al., 2014). O termo
"produtos naturais" € geralmente relacionado a metabdlitos secundarios
produzidos por um organismo, 0s quais, na maioria dos casos, funcionam como
mecanismos de defesa contra herbivoros, microrganismos e insetos. Uma
variedade desses produtos, principalmente aqueles obtidos de fontes vegetais,
contém varios componentes ativos que sdo usados na area da saude durante
milhares de anos por uma fracdo significativa da populacdo em diversas
regidoes do mundo (WANG et al., 2011).

Entre 70 e 95% das pessoas dos paises em desenvolvimento usam
medicamentos para a recuperacdo da saude, e em algumas nacles
industrializadas o uso da medicina complementar € igualmente importante,
como, por exemplo, Canada, Franca, Alemanha e Italia, onde 70 a 90% das
suas populacdes usam tratamentos complementares (WALJI; WIKTOROWICZ,
2013).

Atualmente, com 0 aumento da expectativa de vida, que chega a quase
75 anos de idade, e um aumento dos custos com os cuidados de saude,
estima-se que mais de 400 milhdes de pessoas na América Latina usam a
medicina tradicional, especialmente na atencdo primaria. Recentemente, um
documento estratégico da OMS teve como objetivo abordar os novos desafios
relacionados a essa pratica, no qual exige que a equipe profissional

responsavel determine suas respectivas situacdes nacionais em relacdo a
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medicina complementar, e, em seguida, desenvolver e cumprir as politicas,
regulamentos e diretrizes que refletem essas realidades (GUIDO et al., 2014).

No Brasil, cerca de 82% da populagdo utiliza produtos a base de plantas
medicinais nos seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento tradicional
nas comunidades indigena, quilombola, entre outros povos, seja pela
transmissdo oral entre geracbes ou nos sistemas oficiais de saude, como
pratica de cunho cientifico, orientada pelos principios e diretrizes do Sistema
Unico de Saude (SUS) (RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

O governo federal aprovou em junho 2006 o Decreto 5.813 que cria a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a qual estabelece
diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ac¢fes voltadas a
garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos
em nosso pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como
ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da
Saude (BRASIL, 2006).

De acordo com a Resolucdo de Diretoria Colegiada n° 26 de maio de
2014, medicamento fitoterapico € aquele obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca sao
validadas através de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizagéo,
documentacbes tecnocientificas em publicacbes ou ensaios clinicos fase 3.
N&do sendo considerado medicamento fitoterapico aquele que, na sua
composicéo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagOes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2014).

Quanto a comercializagdo de medicamentos fitoterapicos, as principais
classes terapéuticas comercializadas no Brasil sdo indicadas como psicoléticos
(sedativos, ansioliticos e antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidarios,
auxiliares digestivos e hepaticos, antiespasmaodicos, tbnicos, laxantes,
descongestionantes, antigripais e para auxiliar na circulacao cerebral (VALEZE;
BRENZAN, 2011). No Brasil, as especialidades farmacéuticas mais
comercializadas s&o o Tebonin® e o Tanakan® (Gingko biloba) indicados para

distirbios vestibulares e cerebrais, o Laitan® (Piper methysticum) indicado
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como ansiolitico (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002) e o Acheflan® (Cordia
verbenacea DC.) indicado como anti-inflamatoério de uso topico (HENRIQUE;
SIMOES-PIRES; APEL, 2009).

No ano de 2008, o governo federal criou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), com a finalidade de auxiliar o
desenvolvimento de toda cadeia produtiva e orientar estudos e pesquisas que
possam subsidiar a elaboracdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (RENAFITO). Ela € composta por uma lista de 71 espécies
vegetais ja utilizadas nos servicos de salde estaduais e municipais,
considerando o conhecimento tradicional e popular e os estudos quimicos e
farmacolégicos disponiveis (BRASIL, 2012).

Nos ultimos anos, a pesquisa de produtos naturais derivados de plantas
medicinais tém progredido rapidamente na América Latina. Cerca de 30% de
todas as drogas disponiveis como agentes terapéuticos sao produtos naturais
ou derivados deles (CALIXTO, 2005). Alguns motivos foram apresentadas para
explicar o sucesso de produtos naturais na descoberta de drogas: alta
diversidade quimica, criacdo de moléculas biologicamente ativas através da
evolucdo e a semelhanca estrutural com alvos proteicos em muitas espécies
(FEHER; SCHMIDT, 2003).

Ainda nesse contexto, em uma extensa analise de novas drogas
introduzidas entre 1981 e 2010, apenas 36% das 1073 novas entidades
quimicas podem ser classificadas como verdadeiramente sintéticas, ou seja,
desprovida de inspiragdo natural na origem (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Diversas plantas medicinais tém sido utilizadas no tratamento de
problemas menstruais, do parto ou relacionados a gravidez (ZHU et al., 2008),
apresentando uma consideravel variabilidade nos resultados obtidos
(GRUBER; O'BRIEN, 2011). Apesar disso, considera-se os estudos cientificos
investigando os efeitos das plantas medicinais na fisiopatologia uterina, um
campo vasto de investigacdo, sendo de grande interesse trabalhos que
corroborem ou refutem as indicagdes tradicionais, a fim de conferir uma maior
seguranga ao seu emprego.

Dessa forma, estudos que investiguem as atividades farmacoldgicas
atribuidas as plantas medicinais, conferindo um respaldo cientifico aos dados
populares, sdo de suma importancia para a ampliacdo do arsenal terapéutico
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ou descoberta de novas classes terapéuticas, a serem empregadas como
ferramentas farmacologicas e/ou matéria-prima para a producdo de
medicamentos, a exemplo dos fitoterapicos, a serem utilizados nas

enfermidades uterinas.

1.2 A Familia Annonaceae

Dentre as familias presentes na flora brasileira, merece destaque a
familia Annonaceae, uma das maiores familias de angiospermas, com
significante contribuicdo para a diversidade de florestas de arvores tropicais em
todo o mundo. Essa familia pertence a ordem Magnoliales, possui distribuicao
pantropical, englobando 135 géneros e aproximadamente 2.500 espécies
(CHATROU; RAINER; MAAS, 2004; SOUZA; LORENZI, 2005).

No Brasil, essa familia apresenta 29 géneros e 388 espécies (MASS;
LOBAO; RAINER, 2012). No estado da Paraiba existem aproximadamente 7
géneros e 12 espécies, sendo conhecidos pelos seus frutos comestiveis e
espécies medicinais (PONTES; BARBOSA; MASS, 2004).

A familia Annonaceae esta distribuida nos tropicos onde crescem em
baixas altitudes com o maior numero de géneros ocorrendo na Ameérica do Sul.
O grande centro de distribuicdo da familia é a regido amazébnica, as Guianas e
0 sudeste do Brasil. Suas espécies habitam as florestas de terra firme, as
varzeas, os cerrados e os campos (SILVA; SILVA, 2006). Suas espécies sao
constituidas por plantas arbéreas ou arbustivas, sendo as trepadeiras também
muito frequentes (HEGNAUER, 1964).

Do ponto de vista econdmico, essa familia possui importancia
consideravel, como fonte de frutas, para a producdo de alcool, além das
plantas pertencentes aos géneros Cananga e Rollinia, que séo cultivadas por
seus frutos comestiveis, e algumas plantas cujas sementes sao utilizadas na

producdo de Oleos comestiveis e sabdo (LEBOEUF et al., 1982).

1.3 O género Rollinia e a espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries

O género Rollinia que é formado por 65 espécies de ocorréncia

majoritaria na América do Sul. Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas
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para espécies desse género, como: antitumoral e citotoxica para o extrato
etandlico obtido das raizes de Rollinia papilionella Diels (DABRAH; SNEDEN,
1983), leishmanicida contra Leishmania donovani e Leishmania braziliensis
para R. emagrinata (FEVRIER et al., 1999), antioxidante para o extrato dos
frutos de R. sylvatica A. St.-Hil. (PEREIRA et al., 2013) e espasmolitica
observada para o extrato metandlico obtido das folhas de R. exsuca
(MONTEIRO et al., 2008).

A espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries (Figura 1), uma arvore ou
arbusto endémico do Brasil, conhecido popularmente como “pinha-brava”,
‘pananinha” e “pereiro” (MAAS; VESTRA, 1992). Esta distribuida
geograficamente no Brasil pelos estados de Ceard, Paraiba, Piaui, Bahia,
Minas Gerais e Rio de Janeiro na regido de vegetacao de caatinga e € usada
popularmente na regido do cariri Paraibano como digestiva (AGRA; FREITAS,;
BARBOSA-FILHO, 2007; COSTA, 2009).

Figura 1 — Foto de Rollinia leptopetala R. E. Fries (A); detalhes de suas folhas

(B).

A
®
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Fonte: TAVARES, 2007.

Constam na literatura alguns relatos de estudos fitoquimicos para essa
espécie, onde foram isolados alcaloides (norisocoridina, 3-hidroxinornuciferina,
discretamina, roemerina), sesquiterpenos (espatuleno e B-cariofileno), derivado
caféico (cafeato de a-terpineol) (SETTE et al., 2000a,b; COSTA et al., 2012).
Foi relatado também a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de R.
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leptopetala, que apresenta 22 componentes, dos quais sdo majoritarios o
biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol (17,37%), a-terpineol (8,42%),
germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e guaiol (4,61%)
(COSTA et al., 2008).

Quanto aos estudos de R. leptopetala, observou-se algumas atividades
biolégicas relevantes, tais como: antioxidante e citotoxica do extrato metandlico
contra o microcrustaceo Artemia salina (DAVID et al., 2007), larvicida dos 6leos
essenciais obtidos das folhas e do caule, e do extrato metandlico das raizes
frente as larvas do mosquito Aedes aegypti (FEITOSA etal., 2009),
moduladora da acdo do antibidtico norfloxacino frente as cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a esse antimicrobiano (COSTA et al., 2008).
A partir do extrato metandlico das folhas evidenciou-se acdo espasmolitica em
ileo isolado de cobaia (MONTEIRO et al., 2008) e o mesmo efeito foi
observado a partir do 6leo essencial das folhas de R. leptopetala em aorta de
rato, Utero de rata, traqueia e ileo de cobaia, onde o mecanismo de acao
espasmolitica neste ultimo 6rgdo envolve a modulagéo positiva dos canais de
potassio (K*) ativados por célcio de alta condutancia (BKc,) e dos canais de K*
dependentes de voltagem (Ky), bloqueio dos canais de célcio (Ca?") e reducéo
do conteudo citosdlico de célcio em midcitos intestinais da camada longitudinal
de ileo de cobaia (CORREIA, 2013).

1.4 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais constituem os elementos volateis contidos em
muitos 6rgaos vegetais e estéo relacionados com diversas fungdes necessarias
a sobrevivéncia vegetal (SIQUI et al., 2000). A utilizacdo de 0leos essenciais
para fins de cura € conhecida na medicina popular desde a antiguidade
(PERRY; PERRY, 2006; FRANZ, 2010), sendo muitos considerados fontes
potenciais de substancias biologicamente ativas (KELSEY; REYNOLDS;
RODRIGUEZ, 1984).

S&o conhecidos mais de 3000 Oleos essenciais, dos quais 300 sao
comercialmente importantes, especialmente nas industrias farmacéutica,
agrondmica, alimenticia, sanitaria, cosmética e de perfumaria. Alguns dos

componentes isolados dos Gleos essenciais sdo usados em perfumes, produtos
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de maquiagem, produtos sanitarios, odontologicos, agricolas, conservantes e
aditivos alimenticios, bem como, em remédios naturais (BAKKALI et al., 2008).

Nesse contexto, os 6leos essenciais demonstram um grande potencial
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos. O Brasil tem lugar de destaque
na producdo de 6leos essenciais, juntamente com india, China e Indonésia,
que séo considerados os 4 grandes produtores mundiais (BIZZO et al., 2009).
Além das vérias atividades biologicas descritas, ja existem resultados
promissores quanto ao uso de produtos a base de 06leos essenciais com
indicacdo terapéutica, como por exemplo o Acheflan® produzido com extratos
de “erva baleeira” (Cordia verbenacea DC.), contendo a-humuleno, cuja
indicacao é como anti-inflamatério de uso topico para o tratamento de tendinite
cronica e dores miofasciais; o Rowachol®, indicado para célculos biliares e
como colerético e colagogo, contendo borneol, a-pineno, cafeno, 1,8-cineol,
mentona e mentol (HENRIQUE et al., 2009).

Diversas atividades farmacologicas foram descritas para os 0leos
essenciais. Dentre estas, pode-se destacar: antioxidante (KARIOTI et al.,
2004), moduladora da resisténcia bacteriana do Staphylococcus aureus ao
antibiético norfloxacino (COSTA et al., 2008), larvicida contra as espécies de
Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus (COSTA et al., 2005) e antileishmania
e imunomoduladora (LOPEZ; CUCA; DELGADO, 2009).

Além dessas atividades, € relatada atividade espasmolitica para diversos
Oleos essenciais, como 0s obtidos de Ocimum gratissimum, de espécies do
género Pelargoniums (Geraniaceae) e o de Perovskia abrotanoides em ileo de
cobaia (LIS-BALCHIN; HART; ROTH, 1997; MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-
CARDOSO, 2004; MADEIRA et al.,, 2005; SHAH et al.,, 2013), Pterodon
polygalaeflorus em traqueia de rato (EVANGELISTA et al., 2007), Casimiroa
pringlei em utero de rata (ZAVALA et al., 2008), Xylopia langsdorfiana e Xylopia
frutescens em aorta de rato, utero de rata, traqueia e ileo de cobaia (CORREIA,
2013; SOUZA, 2014), Lippia microphylla em traqueia e ileo de cobaia
(OLIVEIRA, 2013) e em utero de rata (SILVA, 2013).
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1.5 Regulacédo da contracédo e do relaxamento do musculo liso

Ha um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente de
plantas ou seus derivados que atuem na musculatura lisa, ja que esse musculo
€ o principal responsavel pelo controle da maioria dos 6rgdos ocos dos
sistemas do corpo. As células da musculatura lisa estdo presentes nas paredes
de varios 6rgdos, como 0s vasos sanguineos, estdmago, intestinos, bexiga,
vias aéreas e utero. Diante disso, a regulacdo da contracdo desse musculo
apresenta um papel importante em muitos processos fisiopatolégicos
autondémicos. Por exemplo, a contracdo anormal € importante em condicdes,
como a hipertensdo arterial, vasoespasmos cerebrais e coronarianos, asma
brénquica, disfuncéo erétil, dispepsia, diarreia, cdlica intestinal e uterina, além
de possiveis complicacdes no trabalho de parto (WEBB, 2003).

Em espécies ndo-primatas, o miométrio consiste em duas camadas
distintas: uma camada longitudinal exterior e uma camada circular interna. No
entanto, no ser humano, a subestrutura do miométrio ndo é tdo bem definida
(HUSZAR; NAFTOLIN, 1984). A espessura do miométrio é composta de feixes
musculares entrelacados que frequentemente envolvem numerosos vasos
sanguineos. Este arranjo histolégico € fundamental para caracterizar a
formacdo da placenta hemocorial caracteristica de primatas (AGUILAR;
MITCHELL, 2010).

A reatividade do mdusculo liso uterino, em especial, possui um papel
critico na regulacao e no controle da atividade contratil do miométrio sendo que
muitos problemas como abortos, partos prematuros, hemorragias pés-parto e
cOlicas uterinas estdo associados a uma regulagdo anormal da contratilidade
desse musculo (WORD, 1995; WRAY et al., 2001; SHMYGOL, WRAY, 2004).

No musculo liso, a contracdo pode ser obtida através da despolarizacao
da membrana (acoplamento eletromecanico), levando a um aumento da
concentracdo citosolica de calcio ([Ca*"]o), ou induzida por um agonista
(acoplamento farmaco-mecanico) que pode ser independente do potencial de
membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003).

A atividade uterina pode ser modulada por diversos receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), a exemplo dos receptores acoplados a Ggi1
para ocitocina (OT), prostanoides (FP e TP), endotelina (ET-A e ET-B). Os
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receptores adrenérgicos a; também desempenham um papel importante na
regulacdo da contratilidade do miométrio, havendo um aumento na densidade
desses receptores no miométrio de ratas no final da gestacdo (MIHALYI et al.,
2003). A ativagéo de GPCRs acoplados a Gy11 levam a ativagéo da cascata da
fosfolipase C, mediando a producdo de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3),
estimulando a liberacdo de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico (RS). Os
agonistas contrateis podem também elevar a [Ca*']. através de receptores de
rianodina (RyR) presentes na membrana do RS ou estimular o influxo desse
fon pelos mudltiplos tipos de canais, incluindo canais de Ca?* operados por
estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN;
GIBSON, 2002). O aumento da [Ca®']. favorece a ligacdo do Ca®*" a
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 interacao
de miosina com actina, levando a contracao (Figura 2).

Entre os receptores metabotropicos que modulam a atividade contratil
uterina, destacam-se o0s receptores OT. A ativacdo desses receptores nas
células do musculo liso uterino, induzem a contracéo, por meio de um aumento
do [Ca*']., e esse aumento deve-se a estimulacdo da proteina Gga1 € da via da
PLCB:. Essa cascata € inibida por mecanismos que aumentem o CAMP
intracelular, o que pode contribui para a indu¢cdo da laténcia uterina por
agonistas B-adrenérgicos. Outra consequéncia da modulacdo positiva desses
receptores € a ativacdo da proteina cinase ativada por mitogéno (MAPK) que,
apesar de ndo afetar a mobilizacdo intracelular induzida Ca?*, tem sido
relacionada com a inibicdo das contragfes induzidas por ocitocina, através da

ativacdo de ERK 1/2 que resulta em contracdo do miométrio (ZINGG;

LAPORTE, 2003; WRZAL et al., 2012).
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Figura 2 — Esquema do mecanismo farmaco-mecanico da contracao

musculo liso pela ativacdo da via Gg11-PLCBa.
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Alem dos GPCRs acoplados a Gg;u1, outros subtipos de proteinas G

participam da regulacdo dos processos de contracdo e relaxamento do

musculo liso. Receptores que acoplam a G, tais como: adrenérgicos (B.),

prostanoides (EP, e IP), receptores de 5-hidroxitriptamina (5-HT7) induzem o

relaxamento uterino através do aumento dos niveis de monofosfato ciclico de
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adenosina (AMPc) no miométrio. Além disso, os receptores acoplados a Gy,
como os adrenérgicos (a;), 0s receptores da acetilcolina (M;) e o 5-HT; da
serotonina potencializam a contratilidade por inibir a producdo de AMPc
(BERNAL, 2003).

O célcio é um importante segundo mensageiro que desempenha um
papel essencial a uma grande variedade de processos biolégicos (CARAFOLI,
2007). No musculo liso, a causa priméria para a producdo da contracdo
consiste no aumento da [Ca®*"]. (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). Em geral,
existem duas fontes deste ion sinalizador na célula muscular lisa: uma
extracelular que permite o influxo de Ca®" para o citoplasma, através dos
canais na membrana plasmatica, e outra intracelular representada pelos
estoques internos, principalmente o RS que liberam Ca®" para o citosol (PAN;
MA, 2003).

Nas células do musculo liso miometrial, os agonistas contrateis exercem
a sua acao através da ativacdo dos receptores que promovem a liberacdo de
Ca®" via mensageiros secundarios intracelulares. O Gtero possui ambos 0s
receptores, receptor de IP; (IPsR) e RyR, que promovem o aumento da
concentracdo de Ca?* para a sua funcdo, desencadeando a resposta
fisiologica, porém, os IP3R sao fisiologicamente mais importantes (WRAY;
SHMYGOL, 2007).

A principal porta de entrada para o Ca** que vem do meio extracelular
séo os canais de célcio dependentes de voltagem (Cay) (CATTERALL, 2011),
0S quais estdo presentes na membrana celular da maioria das células
excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). Os Cay sao complexos
proteicos formados por 5 subunidades distintas: a subunidade oy, que é a
maior delas e constitui o poro do canal, além de possuir 0 sensor de voltagem
que controla sua abertura; as subunidades o, e d estédo ligadas por uma ponte
de dissulfeto, formando um dimero, a subunidade f, intracelular e a
subunidade y, transmembranar. Essa familia de canais de Ca?* possui 10
membros, classificados segundo sua sequéncia primaria de aminoacidos e
suas funcgdes fisiologicas (CATTERALL, 2011).

A entrada de Ca®* em musculo liso visceral é controlada pelo potencial

de membrana, uma vez que este determina a abertura dos Cay (SHMIGOL;
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EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al.,, 2001). Os Cayl ativados por alta
voltagem e sensiveis a diidropiridinas sdo os principais subtipos de canal de
Ca?" expresso em muitos musculos lisos (THORNELOE; NELSON, 2005;
WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

Na musculatura uterina, o subtipo de Cay mais presente sédo os Cayl ou
canais de Ca?" dependentes de voltagem de tipo L (Cay-L). Além desse, o
miométrio ainda possui outros tipos de Cay, incluindo nesse grupo os Cay3 ou
canais de Ca** dependentes de voltagem do tipo T (Cay-T) que tem uma maior
capacidade de condutancia do que os Cayl, sugerindo que esse tipo de canal
desempenha um papel importante na propagacéo de potenciais de acdo. Além
disso, eles apresentam uma cinética de abertura mais rapida talvez por
apresentarem limiar de excitacdo mais baixo do que os canais de Cayl, o que
pode ajudar a elevar o potencial para o limiar necessario para a ativacdo dos
Cayl e, consequentemente, desencadear o processo contratil (WRAY et al.,
2001; NOBLE et al., 2009; AGUILAR; MITCHELL, 2010).

O influxo dos ions Ca,: pelos Cay sdo modulados pelos canais de
potassio que desempenham um papel chave na regulacdo do potencial de
membrana e na excitabilidade celular. Sendo assim, a contragcdo do musculo
liso depende do balanco entre o aumento da condutancia, levando a
hiperpolarizacdo, e a diminuicdo da condutancia ao ion K*, ocasionando
despolarizacdo de membrana e consequente fechamento ou abertura dos Cay,
respectivamente (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Dessa forma, a abertura
dos canais de K* esta associada com a manutenc¢&o do potencial de repouso e
de inibicdo da atividade contrétil (VOGALIS, 2000b).

A hiperpolarizacdo da membrana das células musculares lisas pode ser
produzida por substancias que abrem diretamente os canais de K*, como, por
exemplo, a cromacalina, a levocromacalina e o nicorandil e,
consequentemente, aumentam o efluxo de K* da célula (GURNEY, 1994).
Dessa maneira, a hiperpolarizacdo gerada pelo efluxo de ifons K reduz o
influxo de Ca** através dos Cay1, diminuindo, portanto, a [Ca®‘]., a fosforilacéo
da miosina e, como consequéncia, levando ao relaxamento do musculo liso
(REMBOLD, 1996).

O tbnus basal do musculo liso pode ser regulado por varios subtipos de
canais de K, dentre eles, os canais de K" sensiveis ao ATP (Katp) 0s canais
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de K* ativados por Ca** de pequena condutancia (SKca), 0s canais de potassio
sensiveis ao célcio de alta condutancia (BKca), 0s canais de potassio sensiveis
a voltagem (Ky), os canais de potassio retificadores de entrada (Ky), entre
outros (THORNELOE; NELSON, 2005). Todos estes subtipos de canais de K*
foram detectados no miométrio humano (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

No miométrio, a repolarizacdo ou hiperpolarizacdo de membrana ocorre
devido, principalmente, a ativacdo dos BKc,, que séo regulados pela elevagéo
da [Ca®]c na ordem de pM, e & ativacdo dos Ky, em decorréncia da
despolarizacdo de membrana. Tal ativacdo leva a uma reducdo no influxo de
Ca’* através dos Cay por sua inibicdo e, consequentemente, a uma reducéo da
[Ca®"]c (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007) (Figura 3).

Figura 3 — Papel dos canais de K* no tdnus muscular liso miometrial.
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Dentre os subtipos de canais de K*, os BKc, s&0 0s mais estudados em
musculo liso uterino, devido a sua abundancia e seu significante papel para a
repolarizacdo. Apenas alguns BKc, precisam ser ativados para produzir
relaxamento uterino; assim, esses canais podem ter significativos efeitos sobre
a atividade do miométrio. Varios reguladores celulares com acdes uterotonicas
modulam este canal, demonstrando o seu grande papel fisiolégico na inducao
do relaxamento do musculo liso em resposta a despolarizacdo (BRAINARD;
KOROVKINA; ENGLAND, 2007). A contribuicdo desse subtipo de canal a
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corrente total de K' na célula varia dependendo da fase gestacional. Em
miocitos de ratas ndo-gravidas, esses canais contribuem com
aproximadamente 35% de toda a corrente de repolarizacdo de K* no entanto,
no final de gestacdo, medicdes eletrofisiolégicas mostram que a perda de
correntes geradas por BKc, € concomitante com um aumento na contribuicdo
de outros subtipos de canais de K" para manter a quiescéncia uterina (WANG
et al., 1998)

Os SKc, estdo constitutivamente associados com a calmodulina, e sua
abertura é mediada através da ligacdo do Ca*" (XIA et al., 1998). Além da
abertura, a calmodulina também esta envolvida na expressao desses canais na
membrana plasmatica (LEE et al.,, 2001). Os SKc, surgiram recentemente
como reguladores criticos da contratilidade do miométrio durante a gestacéo e
trabalho de parto (BOND et al., 2000). No miométrio humano gravido e nao-
gravido, a apamina, um inibidor dos canais SKc, atenua o relaxamento
induzido pelo NO (MODZELEWSKA et al., 2003). Estudos tém demonstrado
que a expressao SKcyz deprime as contracdes fasicas do Utero de rata,
limitando o influxo de Ca®* (BROWN et al., 2007).

Outro subtipo de canal de K amplamente expresso em musculo liso
uterino é o Ky. Em resposta a despolarizacéo, o efluxo de K" através destes
canais induz a repolarizacdo e a restituicdo do potencial de membrana das
células musculares lisas do miométrio. Esses canais contribuem para a
manutencdo do potencial de repouso de membrana dos miécitos e podem
desempenhar um papel na manutencdo da quiescéncia uterina antes do parto
(LUNDGREN et al., 1997).

Fenotipicamente, existem varios tipos de correntes de Ky dependentes
de voltagem, que diferem na sua cinética e sensibilidade farmacologica
(KNOCK; SMIRNOV; AARONSON, 1999). A subfamilia canal Ky que parece
desempenhar o papel mais predominante no miométrio durante a gravidez tem
sido a subfamilia Ky4. Desta subfamilia, o Ky4.2 e suas unidades acessorias
aumentaram antes do parto, enquanto Ky4.1 e Ky4.3 diminuiram sua expressao
durante a gestacdo sugerindo que fatores sollveis, possivelmente hormonios,
regulam canais Ky4 na gravidez (SUZUKI T, TAKIMOTO K., 2001). Do mesmo

modo, em células cultivadas do miométrio humano, 17Restradiol, mas nao
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progesterona, aumentaram as correntes geradas quando Kv estavam inibidos
(KNOCK et al., 2001).

Os Kv4 estdo associados com diferentes subunidades em varios tecidos
(YANG et al., 2001). Uma destas subunidades sdo as proteinas de ligacdo de
calcio (KChIPs) (AN et al.,, 2000). Duas isoformas de KChIP2 e 4 foram
encontradas no miométrio (SUZUKI; TAKIMOTO, 2005). Em ratos, KChIP2 é
ativada no final da gestagéo, e aumenta a densidade da membrana celular aos
Kv4 canais por induzir a expressao de canais do reticulo endoplasmatico para a
membrana celular. KChIP também altera cinética do canal para permitir uma
maior atuacao do mesmo (SHIBATA et al., 2003; AN et al., 2000). As proteinas
KChIP podem desempenhar um papel significativo na reducdo da
excitabilidade do miométrio e consequentemente diminuicdo das contracdes
uterinas.

Estudos funcionais indicam que 0s Karp tém um papel importante na
regulacdo da quiescéncia miometrial durante a gravidez. O retificador para
entrada de K' dessa familia de canais é o Kir6, enquanto que o receptor
sulfonilureia (SUR) € responsavel pela sensibilidade ao ATP, propriedades
farmacolégicas (INAGAKI et al.,, 1996). Estudos demonstraram que
Kir6.1/SUR2B ¢é regulada negativamente no final da gravidez, o que poderia
facilitar o aumento da atividade do miométrio necessaria para as contracdes
(CURLEY et al., 2002). A superexpressao das subunidades Kir.6.1 e SUR2B do
Katp contribuem para uma inibicdo das contra¢des induzidas por ocitocina em
Utero de ratas gravidas (SAWADA et al., 2005). Da mesma forma, no Gtero
humano, os Karp sé@o principalmente compostos pelas subunidades Kir6.1 e
SUR2B e expressos em niveis mais elevados no miométrio ndo-gravido em
relacdo ao final da gestacdo. Estes resultados sugerem que em humanos, a
sub-regulacdo dos canais Karp podem contribuir para o aumento da
excitabilidade uterina e a indugcao de contragdes na gravidez e em humanos, a
expressdo dos canais Katp N0 miométrio é dependente da fase gestacional
(BRAINARD, 2007).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento
farmaco-mecanico do musculo liso incluem a fosforilagéo, via PKA ou PKG, de
vérios substratos, ocasionando: 0 aumento na atividade da Ca®*-ATPase tanto
do RS (SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA), aumentando, assim,
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a captacdo e a liberagdo de Ca®', respectivamente, diminuindo a [Ca®*'].; a
inativacdo dos IP3R, pela PKG, reduzindo sua capacidade de liberar o Ca?* do
RS; a diminuicdo da formacédo do IP3, levando a diminui¢cdo da liberagdo de
Ca’* do RS; a inibicdio da MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca**-
CaM, causando uma reducao nos niveis de rMLC fosforilada e, dessa forma,
do processo contratil; a inibicdo dos Cay, causando uma reducéo da [Ca*']. por
diminuir o influxo de Ca®" e a ativacdo de canais de K* que, por repolarizacéo
ou hiperpolarizacdo, causam o bloqueio dos Cay (DANILA; HAMILTON, 2004;
DUTTA et al., 2002; WOODRUM; BROPHY, 2001).

Outra via que leva ao relaxamento muscular ocorre em funcado da
liberacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio como, por exemplo, o
oxido nitrico (NO) (REMBOLD, 1996). A regulacéo fisiolégica do miométrio
uterino sofre acdo do NO, que pode participar na iniciacdo e controle do
sangramento menstrual (JOHNSON et al., 2004) e a liberacdo basal de NO
esta envolvida na sintese de prostaglandinas, especialmente de PGE;
(SIEMIENIUCH et al., 2009), por meio de uma reacdo de S-nitrosilacdo da
fosfolipase A, (PLA,) e ativacdo da ciclo-oxigenase 2 (COX 2) (XU et al., 2007).

As prostaglandinas (PGs) séo ramificagdes de uma grande familia de
compostos endogenos biologicamente ativos (PAYTON; BRUCKER, 1999),
membros da familia dos eicosanoides, derivados do acido araquidénico (AA)
por meio da conversédo do AA pela enzima ciclo-oxigenase (COX). As PGs tém
sido apontadas como sendo mediadoras da regulacdo do estado de contracéo
uterina e a dismenorreia primaria esta relacionada com um elevado nivel de
prostaglandina no periodo da menstruacdo (CHWALISZ; GARFIELD, 2000).

Diante do exposto, decidiu-se investigar o mecanismo de agéo envolvido
no efeito tocolitico de R. letopetala (RL-OE), com a finalidade de melhor
caracterizar os efeitos desse produto natural no musculo liso uterino e assim
contribuir para o alivio ou combate de processos patolégicos associados ao
miométrio, como abortos, partos prematuros, hemorragias pos-parto e célicas

uterinas.



2 OBJETIVOS
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2.1 Gerais

Contribuir para o estudo farmacologico da familia Annonaceae, em
particular da espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries.

Caracterizar o mecanismo de acao tocolitica do o6leo essencial das
folhas de Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE) em Utero isolado de rata

através de estudos funcionais.

2.2 Especificos

Investigar:

1. Efeito tocolitico do RL-OE sobre o utero pré-contraido com KCI ou
ocitocina;

2. A caracteristica do bloqueio das contracdes induzidas por ocitocina pelo
RL-OE;

3. A patrticipacdo dos receptores adrenérgicos, das vias do Oxido nitrico e
da ciclo-oxigenase na acao tocolitica do RL-OE;

4. A participacdo dos canais de potassio e determinar o(s) subtipo(s)

desse(s) canal(is) que participa(m) da atividade tocolitica do RL-OE.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Material
3.1.1 Produto-teste

A espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries foi coletada no municipio de
Serra Branca, Paraiba, em agosto de 2007. O material botanico foi identificado
pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de Botanica do Programa de
Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). A exsicata da espécie R. leptopetala (Agra 3567) esta depositada no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB.

O dleo essencial das folhas obtido da espécie R. leptopetala (RL-OE) foi
gentilmente cedido pelo grupo dos Profs. Drs. Marcelo Sobral da Silva e
Josean Fechine Tavares do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
(DCF)/ICCS/UFPB e membros do setor de Fitoquimica do PPgPNSB. A
constituicdo quimica do Oleo essencial foi analisada e evidenciou-se que 0s
componentes majoritarios s&o: biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol
(17,37%), a-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%)
e guaiol (4,61%) (COSTA et al., 2008).

3.1.2 Animais

Ratas Wistar (Rattus norvergicus) virgens pesando entre 150 e 250 g
foram utilizadas todas procedentes do Biotério Prof. Thomas George do Centro
de Biotecnologia (CBiotec) da UFPB.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo (Labina®) com acesso a
agua ad libitum, com ventilacdo e temperatura (22 + 1 °C) controladas e
constantes. Os experimentos eram realizados no periodo de 08 as 20 h, sendo
todos os procedimentos realizados seguindo os principios de cuidados com
animais “Guidelines for the ethical use in applied etiology studies” (SHERWIN
et al., 2003) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
CBiotec (CEUA/CBIotec), certidao n° 0104/2014 (Anexo 1).
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3.1.3 Substancias e reagentes

O cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de sodio (NaCl),
cloreto de magnésio hexa-hidradado (MgCl,.6H,0) e a glicose foram obtidos da
Vetec (Brasil). O bicarbonato de sddio (NaHCO3) e o cloreto de potassio (KCI)
foram obtidos da Fmaia (Brasil). O &cido cloridrico (HCI) P.A. e o hidroxido de
soédio (NaOH) P.A. ambos obtido da Nuclear (Brasil) .

A ocitocina foi obtida da Unido Quimica (Brasil). J& o
Nw-nitro-L-arginina metil éster L-NAME, o cloreto de césio (CsCl), o cloreto de
tetraetilamonio (TEA"), a glibenclamida, a apamina, a 4-aminopiridina (4-AP), o
dietilestilbestrol, a indometacina, o propranolol, a fentolamina e o 6leo de castor
(Cremophor®) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil). Estas substancias foram
dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencdo de cada
solucdo-estoque, excetuando-se o dietilestilbestrol, a indometacina e a
glibenclamida, que foram dissolvidos em etanol absoluto. Quando necessario
essas solucbes foram diluidas em agua destilada para obtencdo de
concentracfes apropriadas a cada protocolo experimental.

A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi adquirida da White

Martins (Brasil).
3.1.4 Solucdes nutritivas
De acordo com os experimentos realizados, era utilizada uma solugcéo

nutritiva (ajustada ao pH 7,4 com HCI ou NaOH 1 N), aerada com carbogénio e

mantida a 32 °C, cuja composi¢ao esté discriminada na tabela 1:
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Tabela 2 - Composicdo da solucdo de Locke Ringer (REVUELTA;
CANTABRANA,; HIDALGO, 1997).

Composicao Concentracdo (mM)
NaCl 154,0
KCI 5,6
MgCl, 2,1
CacCl, 2,2
NaHCO; 6,0
Glicose 5,6

3.1.5 Equipamentos

Para o registro das contracdes isotdnicas, 0os 6rgdos eram SusSpensos
em cubas de banho para 6rgaos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca
de inscricao frontal em cilindros esfumagados de um quimografo (DTF, Brasil).
As cubas eram acopladas a uma bomba termostética modelo Polystat 12002
Cole-Palmer (Vernon Hills, IL, EUA) para o controle da temperatura.

Para registrar as contraces isométricas, 0s 0rgaos eram suspensos em
cubas de banho para 6rgéos isolados (6 mL), modelo BOI-04, e conectados a
transdutores de forga isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador
modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de
aquisicao digital com o software AQCAD versdo 2.1.6 para aquisicdo dos
dados e ANCAD para analise. O sistema continha uma bomba termostatica
modelo BT-60 que controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos
foram adquiridos junto a AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).

Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 (GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica Marte® modelo
AY220 e os animais em balanca semianalitica (ambas da GEHAKA, Séo Paulo,
SP, Brasil).
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao da solucao-estoque

O RL-OE era solubilizado em Cremophor® (3% v/v) e diluido em agua
destilada até a concentracdo de 10 mg/mL. Essa solucdo era preparada
diariamente, uma vez que 06leos essenciais caracterizam-se pela presenca de
compostos volateis. De acordo com a necessidade de cada protocolo
experimental as solucbes eram novamente diluidas em &agua destilada. A
concentracdo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v),
nessa concentracdo, o Cremophor® é desprovido de efeito relaxante ou
contratil significante em (tero de rata, de acordo com dados obtidos em
experimentos anteriores realizados em nosso laboratorio (dados néo
mostrados). As concentracBes do 6leo essencial eram utilizadas em mdltiplos
de 3 para obter-se as concentracdes que produzissem de 0% ao seu efeito

MAaximo (Emax)-

3.2.2 Investigacdo do mecanismo de acdo tocolitica do RL-OE em atero
isolado de rata

3.2.2.1 Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contracdes ténicas induzidas
por KCI ou por ocitocina

Como descrito por Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (1997), as ratas
eram tratadas 24 h antes do inicio dos experimentos com dietilestilbestrol
(1 mg/kg) por via subcutédnea, para inducdo do estro, o qual era confirmado
pela hiperplasia dos cornos uterinos observados no momento da dissecacao do
Utero. Decorrido este tempo, as ratas eram eutanasiadas por decapitacdo em
guilhotina. Apos abertura da cavidade abdominal, era feita a dissecacédo do
Gtero, colocando-o em uma placa de Petri contendo solugcdo nutritiva de
Locke-Ringer a 32 °C sob aeracdo com carbogénio.

Apos cuidadosa dissecacéo, os dois cornos uterinos eram separados por
meio de uma inciséo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em
cubas de banho para 6rgéo isolado (6 mL) e deixados em repouso sob tensao
de 1 g durante 40 minutos, tempo necessario para perfeita estabilizacdo da
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preparacdo. Durante esse tempo, a solucdo nutritiva era trocada a cada
15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos.

Ap0s o periodo de estabilizacdo, uma contracdo submaxima era obtida
com 60 mM de KCI para verificar a funcionalidade do 6rgédo e durante a fase
tbnica sustentada de uma segunda contracdo induzida por 60 mM de KCI ou
por 10% Ul/mL de ocitocina, o RL-OE era adicionado a cuba de maneira
cumulativa em preparacdes diferentes.

O relaxamento produzido pelo 6Oleo essencial foi expresso como a
percentagem reversa da contracdo inicial produzida pelos agentes contrateis.
Os valores de Enax € CEsp foram expressos como a média e o erro padrao da
média (e.p.m.) e calculados pelo uso de regresséo néo linear.

3.2.2.2 Caracterizacado do bloqueio da contracao induzida por ocitocina

O utero era montado como descrito no item 3.2.2.1. A preparagdo era
lavada e apo6s 15 minutos eram induzidas duas curvas concentracdes-resposta
cumulativas & ocitocina (10°-10" Ul/mL) de amplitudes similares. Em seguida,
na auséncia da ocitocina, o RL-OE era incubado por 15 minutos em diferentes
concentracbes e em experimentos independentes. ApOs este periodo, na
presenca do 0leo essencial, uma nova curva concentracao-resposta cumulativa
a ocitocina era obtida.

Os resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da
resposta contratil na presenca do 6leo essencial com aquela obtida pela média
das amplitudes maximas das curvas-controle. O efeito inibitério do oleo
essencial foi avaliado com base na andlise dos valores de CEsp (concentracao
molar de uma substancia que promove 50% do seu efeito maximo) e do Enax
da ocitocina calculados a partir das curvas concentracdes resposta, na

auséncia e na presenca do RL-OE.

3.2.2.3 Avaliacdo do envolvimento dos receptores adrenérgicos no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O utero era montado como descrito no item 3.2.2.1. A preparacéo era

lavada e ap6s 15 minutos, era induzida uma contragdo com ocitocina e sobre o
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componente tonico dessa contracdo o RL-OE era adicionado de forma
cumulativa (curva-controle). Em outros experimentos, era adicionado a cuba
300 nM de fentolamina, antagonista dos receptores a adrenérgicos ou 300 nM
de propranolol, antagonista dos receptores 3 adrenérgicos e apés 20 minutos
uma contracdo era induzida com ocitocina e sobre o componente ténico dessa
contracao o 0Oleo era adicionado de forma cumulativa (SHY et al., 2012).

O relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por ocitocina. Os valores de CEso foram
calculados a partir das curvas de relaxamento e a poténcia tocolitica do 6leo
essencial foi comparada na auséncia (controle) e na presenca dos
antagonistas.

3.2.2.4 Avaliacdo do envolvimento da via do 6xido nitrico no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O utero era montado como descrito no item 3.2.2.1. A preparacado era
lavada e apd6s 15 minutos, era induzida uma contracdo com ocitocina e sobre o
componente tonico dessa contracdo o RL-OE era adicionado de forma
cumulativa (curva-controle). Em outros experimentos, era adicionado a cuba
100 uM de L-NAME, inibidor da sintase do éxido nitrico, e apds 20 minutos na
presenca do inibidor uma contracdo era induzida com ocitocina e sobre o
componente tonico dessa contracdo o RL-OE era adicionado de forma
cumulativa (SHY et al., 2012).
O relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por ocitocina. Os valores de CEso foram
calculados a partir das curvas de relaxamento e a poténcia tocolitica do 6leo

essencial foi comparada na auséncia (controle) e na presenca do inibidor.

3.2.2.5 Avaliagcdo do envolvimento da via da ciclo-oxigenase no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O utero era montado como descrito no item 3.2.2.1. A preparacao era
lavada e ap6s 15 minutos, era induzida uma contragdo com ocitocina e sobre o

componente tonico dessa contracdo o RL-OE era adicionado de forma
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cumulativa (curva-controle). Em outros experimentos, era adicionado a cuba 10
MM de indometacina, um inibidor da ciclo-oxigenase, e apds 20 minutos uma
contracdo era induzida com ocitocina e sobre o componente tbnico dessa
contracao o 0Oleo era adicionado de forma cumulativa (SHY et al., 2012).

O relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por ocitocina. Os valores de CEso foram
calculados a partir das curvas de relaxamento e a poténcia tocolitica do 6leo

essencial foi comparada na auséncia (controle) e na presenca do inibidor

3.2.2.6 Avaliagcdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito
tocolitico promovido pelo RL-OE

O utero era retirado e montado segundo o descrito no item 3.2.2.1. A
preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, era induzida uma contragdo com
ocitocina e sobre o componente tonico dessa contragdo o RL-OE era
adicionado de forma cumulativa (curva-controle). Em outros experimentos, era
adicionado & cuba 5 mM de CsCl, um blogueador no seletivo dos canais de K*
(CECCHI et al., 1987; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996), e ap6s 20 minutos
uma contragdo era induzida com ocitocina e sobre o componente ténico dessa
contracdo o 6leo era adicionado de forma cumulativa

O relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo inicial induzida pelo agonista. Os valores de CEsy do
RL-OE foram calculados a partir das curvas concentragbes-resposta na
presenca do bloqueador e comparados com os valores de CEsp do RL-OE na

auséncia do bloqueador.

3.2.2.6.1 Efeito do RL-OE sobre as contracfes tdnicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de TEA®, apamina, glibenclamida e

4-aminopiridina

O utero era retirado e montado segundo o descrito no item 4.2.2.1. Apos
este periodo era induzida uma contracéo por adicdo de 10 Ul/mL de ocitocina
e sob o componente tbnico da contracdo era adicionado o RL-OE de forma

cumulativa (curva controle). Em outro experimento, era adicionado 1 mM de
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tetraetilamonio (TEA™), que nessa concentragcdo é um bloqueador seletivo dos
BKca (HUANG, 1998; MURRAY et al.,, 1991), 100 nM de apamina, um
bloqueador seletivo dos SKca (TSAI et al., 1998), 10° M de glibenclamida, um
bloqueador dos Karp (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997) e, 3 mM de
4-aminopiridina  (AARONSON, 2006), por 20 minutos em preparacoes
diferentes. Decorrido esse tempo, uma nova contracao pela adicdo do agonista
era induzida na presenca do bloqueador. Durante a fase tbnica da segunda
contracdo, o RL-OE era adicionado cumulativamente a cuba, em preparacdes
diferentes. O relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a
percentagem reversa da contracgao inicial induzida pelo agonista. Os valores de
CEso e do Enax do RL-OE foram calculados a partir das curvas concentracoes-

resposta, na auséncia e na presenca do bloqueador.
3.3 Anélise estatistica

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

Como parametro de eficacia foi utilizado 0 Enax € como parametro de
poténcia foram utilizados a CEsp e a Clsg, sendo estes ultimos calculados por
regressdo néo linear para todos os experimentos realizados (NEUBIG et al.,
2003).

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism
versao 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, U.S.A)).



4. RESULTADOS
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4.1 Investigacdo do mecanismo de acao tocolitica do RL-OE em Uutero

isolado de rata

4.1.1 Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contracdes tdnicas induzidas

por KCI ou por ocitocina

O RL-OE (0,01-729 ou 0,01-27 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira
dependente de concentracdo o Utero de rata (Figura 4) pré-contraido com
60 mM de KCI (CEsp= 22,4 + 2,4 pg/mL) ou com 102 Ul/mL de ocitocina
(CEsp = 4,1 £0,4 ug/mL), respectivamente. Com base nos valores de CEsg
pode ser observado que o RL-OE foi 5,5 vezes mais potente em relaxar o Gtero
pré-contraido com ocitocina quando comparado com o 6érgdo pré-contraido
com KCI (Tabela 2).

Os valores de Enax de 97,1 + 1,8 e 100% do RL-OE foram atingidos na
concentracéo de 729 pg/mL e 27 yg/mL quando as contragdes foram induzidas
por KCI e por ocitocina, respectivamente (Grafico 1 e Tabela 2).

A responsividade do Utero de rata a ocitocina foi 100% restaurada em
51,6 + 2,3 minutos apdés a retirada do 6leo essencial da cuba. Entretanto, essa
responsividade nédo foi restaurada em até 2 horas em relacéo ao KCI.
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Figura 4 - Registros representativos do efeito relaxante do RL-OE em utero de rata
pré-contraido com 60 mM de KCI (A) e com 10 Ul/mL de ocitocina (B).
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 pug/mL (A) e de 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3;
9 e 27 pg/mL (B), respectivamente, OCI = ocitocina.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Grafico 1 — Efeito relaxante do RL-OE sobre as contra¢des tonicas induzidas por
60 mM de KCI (W) e por 102 Ul/mL de ocitocina (V) em UGtero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5).

Fonte: FERREIRA, 2014.

Tabela 2 — Valores de Enax (%) e de CEsy (Mg/mL) do RL-OE sobre as contracdes
tonicas induzidas por 60 mM de KCl e por 10 Ul/mL de ocitocina em Utero de rata.

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 97,1+1,8 22,4+24
Ocitocina 100 4,1 +0,4 ***

Teste t, ***p < 0,001 (KCl vs. ocitocina); n = 5.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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4.1.2 Caracterizacdo do bloqueio da contracédo induzida por ocitocina

O RL-OE (9, 27 e 81 pg/mL) inibiu de maneira dependente de
concentracdo as contracbes induzidas por concentracdes crescentes de
ocitocina (Grafico 2). As curvas cumulativas a ocitocina foram desviadas para a
direita de forma nao paralela e com reducdo do Enax de 100% (controle) para
96,9 £ 2,4; 72,7 £ 3,3; 55,4 + 1,6; 0% na presenca de 3, 9, 27 e 81 pg/mL do
RL-OE, respectivamente (Grafico 2 e Tabela 3). Os valores de CEsp da
ocitocina passaram de 6,7 + 0,12 x 10 Ul/mL (controle) para 9,2 + 0,4 x 10,
3,8+ 0,3 x 10° e 3,8 + 0,6 x 10” Ul/mL na presenca de 3, 9, 27 pg/mL do
RL-OE, respectivamente (Tabela 3).
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Grafico 2 - Curvas concentragdes-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia

(controle) (@) e na presenca do RL-OE nas concentracfes de 3 (O); 9 (l); 27 () e
81 (A) pg/mL em utero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente

(n = 5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (Controle
vs. RL-OE).

Fonte: FERREIRA, 2014.

Tabela 3 - Valores de Eo« (%) e de CEsq (UI/mL) da ocitocina na auséncia (controle) e
na presenca do RL-OE em Utero de rata.

RL-OE (pg/mL) Emax (%) CEso (Ul/mL)
Auséncia 100 6,7 +0,12 x 10
3 96,9 + 2,4 9,2+0,4x107
9 72,7 + 3,3+ 3,8+0,3x10*
27 55,4 + 1,6%** 3,8 £ 0,6 x 10 **
81 0,0%** Nd

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05; ***p < 0,001 (controle
vs. RL-OE); Nd = néo determinado; n = 5.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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4.1.3 Avaliacdo do envolvimento dos receptores adrenérgicos no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O RL-OE (0,01-27 pg/mL, n =5, Figura 5A) relaxou o Utero de rata
pré-contraido com 102Ul/mL de ocitocina na auséncia e na presenca de
300 nM de fentolamina (n =3, Figura 5B), um antagonista dos receptores a
adrenérgicos. Entretanto, a poténcia relaxante do 6leo (CEso = 4,1 £ 0,4 pg/mL)
nao foi alterada quando comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na
presenca do antagonista (CEsp = 3,6 £ 0,4 pug/mL) (Grafico 3, tabela 4).

Por outro lado, o RL-OE (0,01-27 pg/mL, n =5, Figura 7A) relaxou o
Utero de rata pré-contraido por 102UI/mL de ocitocina na auséncia e na
presenca de 300 nM de propranolol (n =5, Figura 5C), um antagonista dos
receptores B adrenérgicos. A poténcia relaxante do oleo
(CEsp = 4,1 £ 0,4 ng/mL) foi potencializada cerca de 3 vezes na presenca de
propranolol (CEsp = 1,4 + 0,05 pg/mL) (Gréfico 3, tabela 4).
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Figura 5 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em Utero de rata

pré-contraido com 10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 300
nM de fentolamina e (C) de 300 nM de pro
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01;0,03;0,1;0,3; 1; 3;9e 27 ug/mL (A e B) e de 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3e 9 pg/mL
(C) respectivamente, Fent = fentolamina, Prop = propranolol, OCI = ocitocina.
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Grafico 3 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragbes tdnicas induzidas por

10 UI/mL de ocitocina na auséncia (V), na presenca (¥) de 300 nM de fentolamina e
('¥) de 300 nM de propranol, em utero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=3,5).

Fonte: FERREIRA, 2014.

Tabela 4 - Valores de Enax (%) e de CEso (ug/mL) do RL-OE auséncia (controle) e na
presenca de fentolamina e propranolol em Gtero de rata.

Bloqueadores Emax (%) CEso (ug/mL)
Auséncia 100 41+0,4
Fentolamina 100 3504

Propranolol 100 1,4 + 0,05*

Teste t, ** p < 0,01 (ocitocina vs. bloqueadores); n =5, 3.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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4.1.4 Avaliacdo do envolvimento da via do Oxido nitrico no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O RL-OE (0,01-27 pg/mL, n =5) relaxou o utero de rata pré-contraido
por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia e na presenca (0,01-9 pug/mL, n = 4) de
100 pM de L-NAME, um inibidor da via do 6xido nitrico (Figura 6). Entretanto, a
poténcia relaxante do 6leo (CEsp =4,1 + 0,4 ug/mL) ndo foi alterada quando
comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na presenca de L-NAME
(CEsp = 2,8 £ 0,4 ng/mL) (Grafico 4).
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Figura 6 - Registros representativos do efeito relaxante do RL-OE em utero de rata
pré-contraido com 107 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de
100 uM de L-NAME.
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As setas para baixo representam a adi¢do cumulativa do RL-OE nas concentragfes de
0,01; 0,03;0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pg/mL (A) e de 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 e 9 pg/mL (B)
respectivamente, OCI = ocitocina.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Grafico 4 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por

102 UI/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (¢) de 100 uM de L-NAME em
atero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5).

Fonte: FERREIRA, 2014.
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4.1.5 Avaliacdo do envolvimento da via da ciclo-oxigenase no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

A curva de relaxamento do RL-OE (0,01-27 pg/mL, n=5) nao foi
alterada na presenca de 10 uM de indometacina, um inibidor da via da ciclo-
oxigenase (Figura 7, n = 4). Analisando os valores do CEsp foi observado que
nao houve diferenga significante entre seus valores na auséncia
(CEsp=4,1£04 pg/mL) e na presenca de indometacina
(CEsp = 2,9 £ 0,4 pg/mL) (Grafico 5).
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Figura 7 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em Utero de rata
pré-contraido com 10 M de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 10 uM de
indometacina.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 ug/mL (A e B) respectivamente, OCI = ocitocina e
Indo = indometacina.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Grafico 5 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por

10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (M) de 10 pM de indometacina
em utero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5, 4).

Fonte: FERREIRA, 2014.



66
Ferreira, P. B.

4.1.6 Avaliacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito

tocolitico promovido pelo RL-OE

O RL-OE relaxou o Gtero de rata pré-contraido por 102Ul/mL de
ocitocina na auséncia (0,01-27 pg/mL, n =5) e na presenca (0,01-81 pg/mL,
n=>5) de 5 mM de CsCl, um blogueador ndo seletivo dos canais de potassio
(Figura 8). Entretanto, a poténcia relaxante do 6leo (CEso = 4,1 = 0,4 pg/mL) foi
reduzida em aproximadamente 2,2 vezes quando comparada ao relaxamento
produzido pelo RL-OE na presenca de CsCl (CE5x=8,9 = 1,1 pg/mL)
(Grafico 6).
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Figura 8 - Registros representativos do efeito relaxante do RL-OE em utero de rata
pré-contraido com 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 5 mM
de CsCl.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pg/mL (A) e de 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27 e
81 pg/mL (B), respectivamente, OCI = ocitocina e CsCl = cloreto de césio.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Grafico 6 — Efeito relaxante do RL-OE sobre as contra¢des tonicas induzidas por

10 UI/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (A) de 5 mM de CsCl, em
atero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5).

Fonte: FERREIRA, 2014.
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4.1.6.1 Efeito do RL-OE sobre as contracbes tdnicas induzidas por
ocitocina na auséncia e na presenca de TEA", apamina, glibenclamida e

4-aminopiridina

A curva de relaxamento do RL-OE (CEsp=4,1 £ 0,4 pg/mL) néo foi
deslocada na presenca de 1 mM de TEA®, que nessa concentragdo é um
blogueador seletivo dos BKcs (CEso = 3,4 £0,3 pg/mL) (Figura 9, Grafico 7),
100 nM de apamina, um bloqueador dos SKc, (CEsp = 4,8 = 0,2 pg/mL) (Figura
10, grafico 8) e de 10° M de glibenclamida, um bloqueador dos Karp
(CEso =5,1 + 0,7 pg/mL) (Figura 11, grafico 9). Entretanto, na presenca de 3
mM de 4-aminopiridina, um bloqueador dos Ky (CEsp = 10 £ 0,6 ug/mL) a curva
de relaxamento foi deslocada para a direita com reducdo da poténcia relaxante

do 6leo em 2,4 vezes (Figura 12, Gréfico 10, Tabela 5).
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Figura 9 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em Utero de rata
pré-contraido com 10 M de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 1 mM de
TEA" em Utero de rata.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pug/mL (A e B), respectivamente, OCI = ocitocina e
TEA" = tetraetilamonio.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Figura 10 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em utero de rata
pré-contraido com 102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de
100 nM de apamina em utero de rata.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pug/mL (A e B), respectivamente, OCI = ocitocina.

Fonte: FERREIRA, 2014.



72
Ferreira, P. B.

Figura 11 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em Gtero de rata
pré-contraido com 107 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 3 mM
de glibenclamida em utero de rata.

A [RL-OE] pg/mL

OClI
102 Ul/mL
[RL-OE] pg/mL
° |
vy l
|
' |
|
T T
Glib OCl 9 |_
3mM 102 UI/mL 16:thin

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pug/mL (A e B), respectivamente, OCI = ocitocina e
Glib = glibenclamida.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Figura 12 - Registros representativos do efeito tocolitico do RL-OE em Gtero de rata
pré-contraido com 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 3 mM

de 4-aminopiridina em Gtero de rata.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 pg/mL (A e B), respectivamente, OCI = ocitocina e

4-AP = 4-aminopiridina.

Fonte: FERREIRA, 2014.



74
Ferreira, P. B.

Grafico 7 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragbes tdnicas induzidas por
10 UI/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (®) de 1 mM de TEA" em
atero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5, 3).

Fonte: FERREIRA, 2014.

Grafico 8 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por
10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (*) de 100 nM de apamina em
atero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5, 3).

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Grafico 9 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por

10 UI/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca () de 10° M de glibenclamida
em utero de rata.

04 ® ¥
gi 25+
S
5
E 50_
©
3
(O]
X 754
100- *
I T T T 1
-2 -1 0 1 2

log [RL-OE pg/mL]

Os simbolos e as barras verticais representam a meédia e o e.p.m., respectivamente
(n=5, 3).

Fonte: FERREIRA, 2014.
Grafico 10 — Efeito tocolitico do RL-OE sobre as contracdes ténicas induzidas por

10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (V) e na presenca (A) de 3 mM de
4-aminopiridina em Gtero de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5).

Fonte: FERREIRA, 2014.
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Tabela 5 - Valores de Eno (%) e de CEg, (UI/mL) do RL-OE auséncia (controle) e na
presenca de CsCl, TEA", apamina, glibenclamida ou 4-aminopiridina em Gtero de rata.

Blogueadores Emax (%) CEsp (ug/mL)
Auséncia 100 41+0,4
Cloreto de césio 100 89+1,1*
TEA" 100 34+0,3
Apamina 100 48+0,2
Glibenclamida 100 51+0,7
4-aminopiridina 100 10 £ 0,6 ***

Teste t, **p < 0,01, ***p < 0,001 (ocitocina vs. bloqueadores); n =5, 3.

Fonte: FERREIRA, 2014.
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No presente trabalho, foi investigado o mecanismo de acéo tocolitica do
Oleo essencial obtido das folhas de Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE),
sendo demonstrado pela primeira vez que o RL-OE exerce efeito tocolitico por
antagonismo ndo competitivo, pseudo-irreversivel, dos receptores de ocitocina
e por modulacao positiva dos canais de potassio sensiveis a voltagem (Ky).

A funcdo do miométrio tem importancia vital em processos fisioldgicos,
tais como transporte do esperma e implantacdo de embrides, e em desordens,
tais como, a dismenorreia e endometriose (AGUILAR; MITCHELL, 2010). No
momento, ha uma compreensao limitada sobre a regulacdo da contratilidade
uterina no estado nao-gravido. No entanto, uma melhor compreenséo da acéo
de drogas sobre a fisiologia uterina é essencial para o planejamento de
estratégias e intervencdes que possam prevenir ou tratar essas desordens
miometriais.

Muitas plantas medicinais s&o utilizadas no tratamento de problemas
relacionados com menstruagéo, gravidez e parto (WESTFALL, 2001; BORN et
al., 2005; ZHU et al., 2008), com relativo sucesso (GRUBER; O'BRIEN, 2011).
Nesse contexto, alguns estudos relataram a atividade tocolitica de Oleos
essenciais em utero isolado de rata, tais como o 6leo essencial de Mentha
pulegium (SOARES et al., 2005), Lippia microphylla Cham. (SILVA, 2013),
Xylopia langsdorfiana, X. frutescens e R. leptopetala (CORREIA, 2013).

Em um estudo anterior realizado por Correia (2013), foi demonstrado
que o RL-OE exerce efeito espasmolitico ndo seletivo sobre aorta de rato, ileo
e traqueia de cobaia e utero de rata. Diante do relato da acéo tocolitica de
diversos 6leos essenciais e, tendo em vista que o RL-OE apresenta essa
atividade em utero de rata, decidiu-se investigar o mecanismo de acéo pelo
qgual o 6leo essencial de R. leptopetala exerce seus efeitos nesse orgéo.

Na triagem farmacologica preliminar realizada por Correia (2013),
verificou-se que o RL-OE inibe as contragfes fasicas induzidas por CCh e por
ocitocina, de maneira dependente de concentragcdo, em utero de rata,
apresentando maior poténcia em antagonizar as contra¢des induzidas por
ocitocina quando comparadas ao CCh.

No musculo liso uterino, varios agentes contrateis causam uma resposta
contrétil bifasica, consistindo em uma contragéo inicial transiente — componente

fasico (<30 s), seguido por uma contracdo sustentada — componente ténico,
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que se desenvolve lentamente ao longo de 15 min e € mantida durante o
periodo de exposicdo ao agente contrati (VAN BREEMEN; AARONSON;
LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979). As células do miométrio tém um
padrao fenotipico para a manutencédo da atividade contratil de um estado de
repouso para discretas contracfes, até um ritmo de contracfes intermitentes
com frequéncia, amplitude e duracéo variaveis (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

Baseado no fato de que os mecanismos envolvidos na manutencao da
fase tbnica da contracdo sdo diferentes aos do componente fasico em utero de
rata (ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989), resolveu-se verificar se o
RL-OE promoveria o relaxamento do Utero pré-contraido com KCI, um agente
contratil que atua por acoplamento eletromecanico ou, com ocitocina, um
agonista que atua por acoplamento do tipo misto (eletromecénico e
farmaco-mecanico) (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

Como pode ser observado na Figura 4, no Grafico 1 e na Tabela 2, o
Oleo essencial foi mais potente em relaxar o 6érgao pré-contraido com ocitocina
do que com KCI, sugerindo uma possivel acdo do RL-OE nos receptores de
ocitocina. Assim, levantou-se a proposi¢cdo do RL-OE estar agindo nesses
receptores para promover sua a¢ao tocolitica.

A ocitocina é o mais potente e especifico agonista contratil para o
musculo liso uterino, sendo a densidade de receptores no utero de ratas
nao-gravidas muito altos e comparaveis aos observados no momento do parto
(ARTHUR et al., 2008). Para confirmar ou descartar a hipotese que o RL-OE
estaria antagonizando os receptores de ocitocina, decidiu-se caracterizar o
efeito inibitério do RL-OE frente as curvas concentragdes-resposta cumulativas
a esse agonista. De acordo os resultados obtidos (Grafico 2 e Tabela 3),
observou-se um desvio das curvas cumulativas a ocitocina para a direita, de
forma nao-paralela e com reducdo do Enax, descartando, dessa maneira, 0
antagonismo do tipo competitivo.

O antagonismo do tipo ndo competitivo pode ocorrer quando ha ligacéo
do antagonista ao mesmo sitio de ligagdo do agonista (antagonismo
pseudo-irreversivel) ou em um sitio distinto (antagonismo alostérico)
(BLUMENTHAL, GARRISON, 2011). Diante do resultado observado, pode-se
sugerir que o RL-OE exerce um antagonismo do tipo pseudo-irreversivel, ja
que ndo houve saturacdo do efeito, pois a resposta contratil a ocitocina ndo
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atingiu um valor limitante caracteristica do antagonismo alostérico. Esse
mesmo perfil foi observado por Correia (2013) com o RL-OE em ileo de cobaia.

Outros receptores envolvidos na modulagdo da contratilidade do
miométrio uterino sdo 0s receptores adrenérgicos. Esta descrito na literatura
que ativagao de receptores adrenérgicos a induzem contracao uterina por meio
de um aumento da [Ca®]., e que o subtipo desses receptores mais expresso
em miométrio ndo-gravido é o receptor adrenérgico a;s € em miométrio gravido
o a;p (DUCZA, 2002). Com isso, avaliou-se a participacdo dos receptores
adrenérgicos a na atividade tocolitica de RL-OE com a utlizacdo da
fentolamina (SHY et al., 2012), bloqueador do receptor adrenérgico a, e
evidenciou-se que ndo houve alteracdo significante da poténcia tocolitica do
Oleo, descartando a inibicdo dos receptores adrenérgicos a (Grafico 3, Tabela
4, Figura 5B).

Um alvo terapéutico j4 estabelecido para o tratamento de desordens
relacionados a contratilidade do miométrio sdo os agonistas dos receptores
Bo-adrenérgicos, tais como a terbutalina e ritodrina, que causam o relaxamento
dessa musculatura via aumento de AMPc. Trés subtipos de receptores
adrenérgicos [ foram identificados e caracterizados molecular e
farmacologicamente (TERRAS et al, 1967a, b; ARCH et al, 1984), sendo no
miométrio identificados os subtipos B, e B3 (ENGSTROM et al., 1997; LIU et al.,
1998).

Estudos demonstram que receptores OT e o0s receptors adrenérgicos
interagem em um ponto comum da via de sinalizacdo da ativacdo da MAPK,
resultando na modulagédo positiva da contratilidade do miométrio (ativacéo de
ERK 1/2. Para avaliar se a ativacdo dos receptores [-adrenérgicos estariam
participando do mecanismo de acao tocolitica de RL-OE, testou-se o efeito do
0leo na presenca de propranolol, um antagonista dos receptores adrenérgicos
B (SHY et al., 2012), e constatou-se que a curva de relaxamento, na presenca
do bloqueador, ndo foi inibida, mas sim desviada para a esquerda com
potencializacdo do efeito do 6leo (Gréfico 3, Tabela 4, Figura 5C). Esse efeito
pode ser atribuido a uma possivel ativacdo de um ponto comum da via de
sinalizacado entre OT e receptores B-adrenérgicos, sugerindo a participacéo

desses receptores no mecanismo de a¢ao do produto testado.
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O NO é um radical livre derivado da L-arginina pela acao da sintase do
oxido nitrico (NOS). Esta molécula tem diversas fun¢des fisioldgicas, incluindo
a participacdo em lesdo celular, regulacdo da resisténcia vascular e na
transducédo de sinal (MUNGRE et al., 2003). As principais isoformas de NOS
expressas no miométrio sdo a INOS e eNOS (HAN; MAGEE; KHORRAM,
2005). A inducéo da iINOS, com a subsequente liberacdo de NO esté envolvida
no aumento da producdo de PGE, por ativagcdo da ciclo-oxigenase (COX)
tipo 2, processo esse relacionado com o relaxamento do miométrio (FRANCHI
et al, 1994; XU et al.,, 2008). Essa ativacdo se da por uma reacao de S-
nitrosilagcdo entre o0 NO/INOS com a PLA; (XU et al., 2008). A fim de avaliar a
participacdo do NO no efeito tocolitico de RL-OE, utilizou-se o L-NAME, um
inibidor da sintase de NO (SHY et al.,, 2012), e observou-se que ndo houve
alteracao significativa da poténcia tocolitica do RL-OE quando comparada com
a poténcia relaxante na presenca do inibidor (Grafico 4, Figura 6).

Outra via alternativa que estd envolvida na contratilidade uterina é a
modulacado da sintese de prostaglandinas (PGs) provenientes da via da COX. A
sintese de PGs a partir do acido araquidonico é catalisada pela COX. Estudos
demonstraram que a inibicdo da COX é capaz de suprimir as contracdes
anormais no utero (AYAR, 2007). As PGs desempenham um papel importante
na mediacdo de varias etapas durante a gravidez e o parto. Estes incluem a
inducao de ovulacdo, implantacéo, decidualizacéo, imunossupressao, dilatacdo
das artérias uterinas e inicio de parto. Em primatas, a administracdo de PGFyq,
resulta em dilatacdo do colo do Gtero e contracdes do miométrio. Além disso, a
inibicdo da sintese de PG por medicamentos nao-esteroidais prolonga o
trabalho de parto (ARSLAN; ZINGG, 1996).

Para avaliar o possivel envolvimento da via da COX no mecanismo de
acao tocolitica do RL-OE, testou-se o efeito do 6leo na presenca de
indometacina, um inibidor da COX (SHY et al., 2012). Verificou-se que essa
via ndo é modulada pelo 6leo essencial, uma vez que, ndo houve alteracdo
curva de relaxamento na auséncia ou na presenca do inibidor (Gréafico 5,
Figura 7).

A excitabilidade do midcito uterino ocorre como na maioria dos outros
tipos de células excitaveis, por meio do movimento dos fons Na*, Ca** e CI' no

compartimento citosélico a partir do espago extracelular, e de ions K * no
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sentido oposto. Os trés primeiros estdo concentrados no espaco extracelular,
enquanto que o Ultimo € mais concentrado no meio intracelular (SANBORN,
1995).

O Ca** é responsavel por desencadear uma variedade de processos
celulares nos neurdnios, musculos e muitas células ndo-excitaveis e tem como
funcdo mais importante a sinalizacéo celular quando do aumento da [Ca®'].
(BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998; BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000;
BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; SCHUSTER; MARHL; HOFER, 2002). O
Ca®*, um regulador celular universal (CAMPBELL, 1983), é um sinal primario
responsavel pela ativacdo da contracdo do musculo liso (NEERING; MORGAN,
1980; MORGAN; MORGAN, 1982).

A contracdo do musculo liso € consequéncia principalmente do aumento
da [Ca®*]., e pode ser alcancada tanto via despolarizacdo de membrana,
levando ao aumento da [Ca®']. através dos Cay, como pela ligagéo do agonista
a um receptor, que pode ser independente do potencial de membrana
(SOMLYO; SOMLYO, 2003), originalmente designados por acoplamentos
eletromecanico e farmaco-mecanico, respectivamente (SOMLYO; SOMLYO,
1968). Agonistas como o CCh e a ocitocina ligam-se a GPCRs e ativam a
cascata de fosfoinositidios, através da producdo de IP3; mediada pelas
proteinas Gy e Gi1, estimulando, assim a liberagéo de Ca’* do RS (FUKATA;
AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contrateis podem também elevar a
[Ca®*]. através RYR 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).

Os principais fatores para o estabelecimento do potencial de repouso
nas membranas das células musculares lisas sdo os varios canais de K"
presentes. A variedade de canais de K com diferentes propriedades
farmacoldgicas, cinética e de dependéncia de voltagem foram identificados em
midécitos uterinos humanos (KHAN et al., 2001). Estes canais conduzem uma
corrente para o meio extracelular durante os periodos em que o musculo ndo
esta ativo, e, assim, mantém o potencial de repouso. Além disso, a condutancia
para o K’ repolariza a membrana pos-estimulagdo, diminuindo assim a
excitabilidade na auséncia de um estimulo (ANWER et al., 1993; KHAN et al.,
1997; BRAINARD et al., 2005; AARONSON, 2006).
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Diante dessas premissas, resolveu-se investigar a participacdo dos
canais de K" no efeito tocolitico do RL-OE em nivel funcional utilizando-se
blogueadores desses canais como ferramentas farmacolédgicas. Uma vez que a
poténcia relaxante do 6leo essencial na presenca de CsCl, um bloqueador ndo
seletivo dos canais de K (CECCHI et al., 1987; KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996), foi reduzida significantemente em cerca 6 vezes, com desvio da curva
de relaxamento para direita, € sugestivo de que haja a participacdo de canais
de K' no mecanismo de acdo tocolitica do 6leo essencial em Utero de rata
(Gréfico 6, Tabela 5, Figura 8).

Fatores como ions Ca?*, voltagem e metabdlitos tais como ATP podem
aumentar a condutancia de varios tipos de canais de K* localizados na
membrana, como BKca, SKca, Ky € Katp, respectivamente. Todos estes tipos de
canais de K * foram detectados no miométrio humano, mas a predominancia e
como interagem entre si continua sendo alvo de estudos (AARONSON, 2006).

Os BKca desempenham um papel chave na regulacdo do potencial de
repouso das células do miométrio. Esses canais sdo0 compostos por quatro
subunidades a e por quatro 3, e ttm uma grande condutancia e capacidade de
resposta ao aumento da [Ca®'], bem como alteracbes de voltagem da
membrana plasmatica. Eles regulam a excitabilidade celular por meio do
aumento da condutancia ao K* quando a [Ca?*]c aumenta, antagonizando assim
o estimulo despolarizante, além de ser reconhecidamente o principal subtipo de
canal de K" envolvido na regulacdo do ténus uterino (BRAINARD;
KOROVIKNA; ENGLAND, 2007).

Diante dessas premissas, investigou-se se o RL-OE estaria modulando
positivamente 0s BKc, para produzir o seu efeito tocolitico (SANBORN, 2000).
Na presenca de 1mM de TEA®, que nessa concentracdo bloqueia
especificamente os BKca (LATORRE et al., 1989; KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996), ndo houve alteracdo na poténcia relaxante do 6leo essencial quando
comparada com a curva de relaxamento na auséncia deste bloqueador (Grafico
7, Figura 9, Tabela 5). Esse resultado diferiu do apresentado por Correia
(2013), que demonstrou que o RL-OE age sobre os BKca no mecanismo de
acao espasmolitica em ileo de cobaia, provavelmente, devido as diferencas
entre a densidade desses canais nos diferentes o6rgdos (BRAINARD;
KOROVIKNA; ENGLAND, 2007).
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Os SKca geram uma corrente hiperpolarizante em células excitaveis
apos a geracdo do potencial de agcdo, e assim levam ao relaxamento do
musculo liso uterino. Estdo constitutivamente associados a calmodulina, que
medeia a abertura do canal através da ligacdo com o calcio (XIA et al., 1998).
Hipotetizou-se que 0s SKc, poderiam estar participando do mecanismo de acao
induzido pelo RL-OE. Caso essa hipétese fosse verdadeira o relaxamento do
Utero de rata induzido pelo 6leo essencial deveria ser atenuado na presenca de
apamina, um bloqueador seletivo dos SKc, (TSAI et al.,, 1998), o que néo
aconteceu como pode-se observar no Grafico 8, assim descartando-se a
contribuicdo desses subtipos de canais de K* no mecanismo de agéo tocolitico
do RL-OE (Tabela 5, Figura 10).

Outros canais de K' foram caracterizados no miométrio de varias
espécies (SANBORN, 1995; MIYOSHI et al., 2004), a exemplo dos Karp. Os
canais Karp sd0 um complexo de pelo menos duas proteinas, o receptor de
sulfonilureias (SUR), responsavel pela sensibilidade as sulfoniureias, aos
abridores do canal e ao ATP, associado a uma subunidade formadora do poro
que pertence a familia Kir6.0, ambos essenciais a funcionalidade do canal
(STANDEN, 1997). A isoforma predominante dos Katp €m células miometriais é
a Kir6.1/SUR2B, apesar da isoforma Kir6.2/SUR1 também j& ter sido
evidenciada (CHIEN et al.,1999; CURLEY et al., 2002). Os ativadores dos Katp
diminuem as contracdes uterinas, no entanto, eles sdo mais potentes em
miométrio humano nao gravido do que em gravidos (SANBORN, 2000). Para
avaliar se 0os Katp estariam participando do mecanismo de acédo tocolitica de
RL-OE, testou-se o efeito do mesmo na presenca de glibenclamida, inibidor
destes canais (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997), e observou-se que néo
houve alteracéo na poténcia relaxante do 6leo quando comparado com a curva
de relaxamento na auséncia do bloqueador, descartando o envolvimento dos
Kate (Gréafico 9, Tabela 5, Figura 11).

Outro tipo de canal de K™ amplamente expresso no musculo liso uterino
sdo os canais de K sensiveis a voltagem (Ky). Cada canal é composto de
quatro subunidades, sendo que cada subunidade (S) possui seis regides
hidrofébicas (S1-S6), que formam o dominio transmembrana. Essas regides
hidrofébicas séo ligadas por sequéncias de aminoacidos hidrofilicos, os quais

S80 expostos no espaco intra ou extracelular. Cada subunidade contém um
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dominio carboxi- e amino-terminal citoplasmatico. A regido S4 é carregada,
contendo um aminoacido basico (lisina ou arginina) a cada trés residuos, sendo
essa regiao um importante componente do sensor de voltagem do canal. A via
de permeacdo do canal é formada, em parte, pela regido de ligacdo das
sequéncias transmembranares 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 nas células do
miométrio uterino, uma vez que em resposta a despolarizacio, o efluxo de K*
através destes canais induz repolarizacdo das células para restabelecer o
potencial de repouso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007), levantou-
se a hipétese de que o RL-OE poderia induzir seu efeito tocolitico por ativacao
dos Ky que ao repolarizar a membrana, levaria indiretamente a reducdo do
influxo de Ca®* via bloqueio dos Cay e culminando ao relaxamento uterino.

Para tanto avaliou-se o efeito relaxante do RL-OE na auséncia e na
presenca da 4-AP, um bloqueador seletivo dos Ky (AARONSON, 2006), e
observou-se que a curva de relaxamento do RL-OE foi desviada para a direita
na presenca do bloqueador, com reducdo da poténcia relaxante em cerca de 3
vezes, quando na auséncia do bloqueador. Estes dados demonstram que,
provavelmente, o relaxamento produzido pelo RL-OE em utero isolado de rata
esta associado a ativacédo dos Ky, semelhante ao observado por Correia (2013)
em ileo de cobaia.

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que o mecanismo de
acdo pelo qual o RL-OE exerce seu efeito tocolitico envolve o antagonismo dos
receptores de ocitocina e a modulagéo positiva dos canais de K*, em especial
os Ky, que levam a uma diminuicdo do influxo de Ca®" e consequente
relaxamento do musculo liso do Utero de ratas ndo gravidas. No entanto, ndo
se descarta a participagdo de outras vias, como o0 bloqueio dos Cay, inibicao
das fosfodiesterases, ativagcdo da PKA, inibicdo da via da Rho/RhoK, que

poderédo ser investigadas futuramente.



6 CONCLUSOES
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Na investigacdo do mecanismo de acao tocolitica do 6leo essencial das
folhas de Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE), em utero isolado de rata,

pode-se concluir que:

e O(s) constituinte(s) presentes no RL-OE atuam por um antagonismo
nao-competitivo, pseudo-irreversivel dos receptores de ocitocina;

e O RL-OE nédo est4d ativando os receptores adrenérgicos [ ou
antagonizando os receptores q;

e Possivelmente age num ponto comum da via de sinalizacdo dos
receptores de ocitocina e adrenérgicos 3;

e As vias do NO e dos prostanoides ndo participam do mecanismo de
acdo tocolitica do RL-OE;

e N3o h& envolvimento dos canais de K* do tipo BKca, SKca € Katp Na
acao tocolitica do RL-OE;

e O mecanismo de acéao tocolitica do RL-OE envolve modulacéo positiva
dos canais de K" do tipo Ky, o que indiretamente bloquearia o influxo
de Ca?* e, consequentemente, levaria ao relaxamento uterino.

e NAao se podem descartar outros mecanismos nao investigados nesse

estudo.
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