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Mecanismo de Agdo Espasmolitica de Diplotropina em ileo de Cobaia e Utero de
Rata e Estudo Comparativo do seu Analogo Sintético

LIMA, J. T. (2008)

Tese de Doutorado, CCS/LTF/UFPB.

RESUMO

Estudos anteriores revelaram que diplotropina, flavondide isolado de D. ferruginea
Benth. apresentou efeito espasmolitico em ileo de cobaia por modulacdo dos
canais para K*. Diante dessa premissa, objetivou-se aprofundar a investigacéo do
mecanismo de acdo espasmolitica de diplotropina, através de uma abordagem
funcional e celular em ileo de cobaia, investigar o mecanismo de a¢éo tocolitica e
ainda testar e comparar o efeito do derivado sintético obtido a partir de
modificacdes estruturais em diplotropina. Diplotropina relaxou o ileo pré-contraido
com acetilcolina (CEsp=2,4+0,6 x10°M) de maneira dependente de
concentracdo e este efeito ndo foi sensivel a 4-AP, um bloqueador seletivo dos Ky
porém, foi significantemente atenuado (CEsp=9,0 + 3,1 x 10° M) por IbTx, um
bloqueador seletivo dos BKca. O espasmo, contracdo muito comum no masculo
liso, é dependente de um aumento da [Ca?']. Diante disso, investigou-se uma
possivel diminuicdo da [Ca®']; induzida por diplotropina em midcitos isolados de
ileo de cobaia. Diplotropina reduziu em 25 % a razdo de fluorescéncia basal do
fluoréforo de Ca®*, Fura-2, indicando que este flavonéide promove reducdo da
[Ca*']i, em midcitos isolados. Semelhantemente ao observado em ileo,
diplotropina relaxou (CEsp=1,7+0,5x10°>M) o Gtero de rata de maneira
dependente de concentracdo e 0 mecanismo de agdo neste O0rgdo parece ser
semelhante ao observado em ileo. Diplotropina relaxou (CEsp = 2,1 + 0,3 x 10™ M,
R?=0,98), o Gtero de rata pré-contraido com 60 mM de KCI, de maneira
dependente de concentracdo, mas nao foi capaz de antagonizar as contracdes
induzidas por CaCl, em meio despolarizante, descartando-se a possibilidade de
que diplotropina estivesse bloqueando diretamente os Cay, levando a sugerir que
o bloqueio do influxo de Ca?" se da indiretamente através da ativacdo de canais
para K*. Dentre os bloqueadores de canais para potassio testados (CsCl, TEA", 4-
AP e IbTx), somente a 4-AP nao foi capaz de deslocar para a direita a curva de
relaxamento induzida por diplotropina porém, foi a IbTx quem promoveu a maior
inibicdo do efeito tocolitico de diplotropina, uma reducéo de, aproximadamente, 5
vezes. Sabendo-se que tais canais podem ser fosforilados pela PKA e, como
diplotropina, devido ao seu carater lipossollvel, pode atravessar a membrana
plasmatica e chegar ao meio intracelular, testou-se a possibilidade de que esteja
interagindo com a enzima ciclase de adenilil, ativando-a e, consequientemente, a
via de sinalizacdo do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)-PKA, para
promover atividade tocolitica. A aminofilina ndo interferiu no efeito de diplotropina
em utero de rata, indicando que as fosfodiesterases nao participam do
mecanismo de agdo tocolitico desse flavondide. Apés uma desmetilagdo oxidativa
e, consequentemente, modificacdo estrutural de diplotropina e obtencdo do
derivado sintético, este perdeu a atividade relaxante anteriormente observada em
ileo de cobaia e utero de rata e continuou sem efeito vasorelaxante mas passou a
apresentar efeito relaxante, de maneira dependente de concentracdo e
equipotente, em traquéia de cobaia pré-contraida com carbacol, tanto na
presenca (CEso= 4,2 + 0,8 x 10> M) como na auséncia (CEsp= 2,7 + 0,5 x 10 M)
de epitélio funcional. Conclui-se que o mecanismo de acdo espasmolitica de
diplotropina tanto em ileo como em Utero provavelmente se da por abertura dos
BKca €, indiretamente, bloqueio dos Cay. Em ileo de cobaia, a abertura dos BKca
parece levar a uma reducdo da [Ca®] livre. E ainda que, ap6s modificacdo
estrutural, o derivado sintético de diplotropina perde tais efeitos, continua sem
apresentar efeito vasorelaxante e adquire efeito relaxante em traquéia de cobaia.
Palavras-chave: acdo espasmolitica; diplotropina; canais para potassio.






Spasmolytic Action of Diplotropin in Guinea Pig lleum and Rat Uterus and
Comparative Study of its Synthetic Derivative

LIMA, J. T. (2008)

thesis, CCS/LTF/UFPB

ABSTRACT

Previous studies have shown that diplotropin, a furanoflavan-type flavonoid from
D. ferruginea Benth. presented a spasmolytic effect in guinea-pig ileum by
modulation of K" channels. The aim of this work was to investigate the spasmolytic
action mechanism of diplotropin through a functional and cellular approach in
guinea-pig ileum, to investigate the tocolytic action mechanism and to test and
compare the effect of the new synthetic derivative furanoflavoquinone derivative
obtained from structural modifications of diplotropin. Diplotropin relaxed ileum pre-
contracted with acetylcholine (ECso=2.4+0.6x10°M) in a concentration-
dependent manner and this effect was not sensitive to 4-AP, a Ky selective
blocker, however, it was significantly attenuated by IbTx
(ECs0=9.0 +3.1 x 10° M), a selective BKc, blocker. Spasm, a very common
contraction of smooth muscle, is dependent of an increase of [Ca®*],. Before that, a
possible decrease of the [Ca?']; induced by diplotropin in isolated myocytes of
guinea-pig ileum was investigated. Interestingly, diplotropin decreased fura-2
fluorescence ratio by 25 %, indicating that this furanoflavan promotes a reduction
of the [Ca®'];, in isolated myocytes. Likewise observed in ileum, diplotropin relaxed
rat uterus (ECsp=1.7 + 0.5 x 10> M) in a concentration-dependent manner and
the mechanism of action in this organ seem to be similar to the observed in
guinea-pig ileum. Diplotropin relaxed (ECso= 2.1 + 0.3 x 10 M) pre-contracted rat
uterus with KCI, in a concentration-dependent manner (R* = 0.98), but it was not
capable to antagonize CaCly-induced contractions in Ca®'-free depolarizing
medium, discarding the hypothesis that diplotropin was directly blocking Cay
channels, suggesting that the blockade of the Ca?* influx occurs indirectly through
the activation of K* channels. Among the tested K* channels blockers (CsCl, TEA,
4-AP or IbTx), only 4-AP was not capable to shift to the right the relaxing curve
induced by diplotropin, even so the IbTx promoted the largest inhibition of the
tocolytic effect of diplotropin, reducing approximately five times. Being known that
such channels can be phosphorylated by PKA and, as diplotropin, due to a great
lipophilic character, can cross the cell membrane towards the intracellular medium,
we tested the possibility of an interaction with adenylyl cyclase, activating and
consequently the (cAMP)-PKA way to promote a tocolytic activity. Aminophylline
did not change the effect of diplotropin in rat uterus, indicating that
phosphodiesterases do not participate of the tocolytic mechanism of action of the
furanoflavan. After structural modifications of diplotropin, a synthetic derivative
was obtained. However, the relaxing activity of the compound previously observed
in guinea-pig ileum and rat uterus was lost. Nonetheless, the synthetic compound
presented a relaxing effect in guinea-pig trachea pre-contracts with carbachol, in a
concentration-dependent manner and equipotent, in the presence
(ECs0=4.2+0.8x10° M) or absence (ECso=2.7+0.5x10° M) of functional
epithelium. All evidences presented in this work suggest that the relaxant
mechanism of action of diplotropin either in ileum or in rat uterus occurs directly
through a BKca channels opening and indirectly by a Cay channel blockage.
Although the synthetic derivative of diplotropin after structural modification loses
such effect, it still does not present a vasorelaxant effect acquiring though, a
relaxant effect in guinea-pig trachea.

Keywords: spasmolytic action; diplotropin; potassium channel.
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Introducao

1 INTRODUCAO

O ser humano utiliza as espécies vegetais para aliviar ou tratar suas
enfermidades em todas as culturas desde a antiguidade. Cada povo, cada
grupamento humano no planeta traz consigo conhecimentos ancestrais sobre
plantas medicinais. Registros egipcios encontrados revelaram que esse povo ja
conhecia o efeito dos sedativos e, por volta de 1600 a.C., ja apresentavam
estudos com cerca de oitocentas plantas medicinais (ELDIN; DUNFORD,
2001).

Os vegetais sao importantes fontes de produtos biologicamente ativos,
melhores conceituados por Gottlieb et al. (1996) como metabdlitos especiais.

A fantastica variedade e complexidade dos metabdlitos secundarios
biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo
de defesa destes vegetais as condigbes ambientais ricas em microrganismos,
insetos, animais e também as condigdes de adaptagdo e regulagcéo
(REINBOTHE et al., 1990).

No contexto da evolugdo das plantas terrestres, estima-se que
aproximadamente 500.000 espécies ocupam todo o planeta, sendo que, 50 %
delas sdo angiospermas (BRITO, 1986). Desta forma, as plantas constituem
um enorme laboratério de sintese organica, conhecem-se cerca de 50.000
metabdlitos secundarios isolados de angiospermas, muitos destes ainda sem
qualquer avaliagdo com relagdo ao seu potencial farmacolégico. Segundo o
Phytochemical Dictionary (HARBORNE, 1993), o numero de compostos com
atividade bioldgica bem caracterizada totaliza 2.793.

O emprego de plantas com o objetivo de recuperar ou manter a saude é
uma pratica que se confunde com a prépria histéria da humanidade. A
medicina popular, desde os primérdios da civilizagao, fundamenta-se no uso de
plantas como um dos unicos elementos de cura que o homem conhecia,
porém, apesar do surgimento dos medicamentos sintéticos, jamais
desapareceu por completo (LIMA et al., 2001).

A pesquisa farmacolégica de plantas medicinais tem propiciado ndo sé
avancos importantes para a terapéutica de varias doencas como também tem
fornecido ferramentas extremamente Uteis para o estudo tedrico da fisiologia e
da farmacologia (DOHADWALLA, 1985).



Introducao

Estima-se que 50 % da populagdo da América Latina tem pouco ou
nenhum acesso aos medicamentos e que grande parte destes usam uma ou
outra forma de plantas medicinais nos cuidados com a saude (JORQUERA,
1993; MIGUEL; MIGUEL, 2004).

O Brasil possui uma grande diversidade genética de espécies de
plantas, mas somente 10 % tém sido avaliadas com respeito as suas
caracteristicas biologicas e apenas 5 % com objetivos fitoquimicos (LUNA,
2005).

Infelizmente o nosso Pais, nos ultimos anos, passou por grandes
mudangas no plano econémico, o que gerou severos danos aos programas
sociais de saude, e a descontinuidade destes programas tem gerado impacto
negativo sobre o consumo e mercado de medicamentos. Contudo, a
populacdo, vitima deste descaso tenta minorar estes problemas através da
“automedicacao tradicional” (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

As plantas, como medicamento, tém sido utilizadas por grande parte de
nossa populagdo, em diversos paises industrializados, estas possuem
significativa representagao, pois, de acordo com Jorquera (1993), dos 173
bilhdes de dolares em farmacos consumidos em 1990, cerca de 25 % contém
pelo menos um componente de origem vegetal ou sdo sintetizados a partir
destes. As plantas sio utilizadas em quase todo o mundo como matéria-prima,
na forma de extratos, 6leos essenciais e substancias quimicas puras ou semi-
sintéticas.

O Brasil exporta cerca de 7 milhdes de ddlares anuais em extratos,
dentre eles o alcaguz, alées, bardana, arnica, catuaba, ipecacuanha e quina.
Porém o pais importa a quase totalidade de produtos naturais de alto valor
unitario, dentre eles alcaldides, horménios esteroidais, glicosideos, drogas
vegetais e seus extratos, O0leos essenciais e corantes naturais, para o uso da
industria farmacéutica e de cosméticos. Dentre os produtos importados figuram
aqueles que compdem a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME), como glicosideos cardiotbnicos, digoxina, deslanosideo e
tiocolchicosideo (MIGUEL; MIGUEL, 2004).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica bastante

difundida, sendo resultante de um acumulo secular de conhecimentos
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empiricos ou experimentais, por diversos grupos étnicos, sobre as agdes das
plantas medicinais.

A escolha da planta para estudo quimico e farmacolégico baseada em
seu uso na medicina popular € um dos meios que podem conduzir a
descoberta de novos medicamentos ou substancias que possam servir como
ferramentas farmacoldgicas ou modelos para a sintese de novos farmacos.

Diversos trabalhos e revisdes foram escritos e descrevem a importancia
de substancias de fontes naturais para tratar doencas, bem como o papel
altamente significativo que os produtos naturais possuem no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN et al.,, 2003),
apesar de que, nos dias atuais, as grandes companhias farmacéuticas tenham
reduzido significativamente, ou até mesmo eliminado, a busca por novos
agentes terapéuticos a partir de fontes naturais (GULLO; HUGHES, 2005),

Mesmo com a significante redugdo da prospeccdo de novos agentes
terapéuticos a partir de fontes naturais, estima-se que 25 % de todo o
faturamento da industria farmacéutica brasileira (aproximadamente 8 bilhdes de
dolares) advem de medicamentos derivados de plantas (GUERRA; NODARI,
2003). Considera-se também que as vendas nesse setor crescem 10 % ao ano,
com estimativa de terem alcancado a cifra de 550 milhées de ddlares no ano
de 2001 (KNAPP, 2001).

Juntos, a descoberta de novos produtos naturais, a quimica
combinatéria e computacional oferecem maiores oportunidades para se
encontrar pequenas e novas moléculas que possam levar a descoberta de
farmacos uteis no tratamento de diversas doengas (HARVEY, 2000; GULLO;
HUGHES, 2005).

A Fabaceae é uma grande familia de ervas, arbustos e arvores com
grande variedade de habitats, incluindo aquaticas, xerdfitas e trepadeiras. Tem
distribuicdo cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas
(HEYWOOD, 1996) e é constituida por 476 géneros e 13.855 espécies
(STEVENS, 2005).

Dentre as varias espécies da familia Fabaceae, destaca-se Bowdichia
virgilioides Kunt., espécie conhecida como “sucupira” cujas sementes sao
usadas na medicina popular brasileira para o tratamento do reumatismo, artrite

e doencas da pele, enquanto que, as cascas do seu caule sdao muito
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empregadas no tratamento da diarréia crbnica e para purificagdo do sangue
(CORREA, 1984). Marinho (1991) também observou que tanto o extrato como
alcaléides quinolizidinicos isolados de B. virgilioides apresentam atividade
espasmolitica em ileo isolado de cobaia e utero isolado de rata.

Produtos naturais de varias classes ja foram isolados de espécies da
familia Fabaceae, incluindo flavonoides, benzofurandides, oleos essenciais,
triterpendides e alcaldides de Bowdichia virgilioides Kunt. (MARINHO, 1991;
MARINHO et al., 1994; MELO et al., 2001; BARBOSA-FILHO et al., 2003).

O género Diplotropis € muito pouco estudado, havendo, até hoje, apenas
nove trabalhos descritos na literatura, sendo cinco destes no ambito da
fitoquimica (BRAZ-FILHO et al., 1973; KINGHORN et al., 1982; ALMEIDA et
al., 2003; 2004; ALMEIDA, 2004), e quatro no ambito da farmacologia (LIMA et
al., 2003a, b; MEDEIROS et al., 2003; LIMA, 2004) todos eles desenvolvidos
pela equipe do Laboratério de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas
do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da
Paraiba.

Diplotropis ferruginea Benth. (Figura 1) € uma arvore, medindo de 10 a
12 m de altura e, aproximadamente, 40 cm de didametro (LEWIS, 1994; The
New York Botanical Garden - NYBG, 02/08/2005), € popularmente conhecida
no Nordeste do Brasil como “sucupira-preta”. Suas cascas, nas formas de
tintura e decocto, sdo bastante utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento do reumatismo, artrite e diabetes (CORREA, 1984).

A partir do fracionamento da fase hexanica obtida do extrato etandlico
bruto das cascas do caule dessa espécie, foi isolado um furanoflavondide
(Fluxograma 1) pertencente a classe dos flavanodiois, o 3,4,5,8-tetrametoxi-
6,7,2”,3"-furanoflavana (Figura 2), vulgarmente conhecido como diplotropina,
s6lido branco na forma de cristais com formula molecular C,1H22,06 € peso
molecular de 370,396 u.m.a. (ALMEIDA et al., 2003; 2004; ALMEIDA, 2004;
LIMA, 2004).
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Figura 1. Fotos de Diplotropis ferruginea Benth. (A, planta inteira; B, detalhe da
casca do caule e frutos; C, detalhe das folhas e flores).

Figura 2. Estrutura quimica do flavondide diplotropina (3,4,5,8-tetrametoxi-

6,7,2”,3"-furanoflavana).
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Os flavonodides sdo os pigmentos responsaveis pela coloragdo das
pétalas e pela diferenciacdo das diversas tonalidades das cores amarela,
laranja e vermelha das flores (TIMBERLAKE; HENRY, 1986). Estes compostos
pertencem a uma classe de produtos naturais amplamente distribuida no reino
vegetal e, atualmente, consumidos em grande quantidade na alimentagao
diaria (DI CARLO et al., 1999). Estruturalmente sdo compostos fendlicos
presentes em grande numero de plantas vasculares, podendo ocorrer no
estado livre ou associados a agucares, ou alquilados como éteres metilicos,
esterificados, dentre outros (WOLLENWEBER, 1994). Estes compostos
também sao conhecidos como bioflavondides e formam um grupo com
aproximadamente 4000 compostos (HAVSTEEN, 1983). A enorme variedade
estrutural destes metabdlitos e os diversos estudos quimicos, genéticos e
enzimoldgicos refletem o crescente e continuado interesse de quimicos,
farmacologos e bidlogos nesta classe de compostos (WOLLENWEBER, 1994).
Estes compostos sdo bastante importantes ndo somente para as plantas, mas
também para os animais, incluindo os seres humanos.

Acredita-se que, provavelmente, os flavondides existem no reino vegetal
ha um bilhdo de anos (RUSAK et al., 2002). Esta extensa interagao entre os
flavondides das plantas e os seres humanos tem estimulado muito interesse
pelas atividades bioquimicas e fisiolégicas dessa classe de substancia (DI
CARLO et al., 1999).

Esta classe de metabolitos secundarios também é encontrada em
diversas plantas medicinais, e muitos remédios derivados de ervas medicinais
contendo flavondides sdo bastante utilizados em todo o mundo.

Os flavondides sao capazes de modular a atividade de enzimas e afetar
o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que estes
compostos tém significantes atividades anti-hepatotoxica (SOIKE; LENG-
PESCHLOW, 1987), protecdo vascular (BERETZ, CAZENAVE, 1988),
anti-hipertensiva (CONSENTINO; VOLPE, 2002; VILAR et al., 2002),
antioxidante (BLASA et al.,, 2006; MEYER; HEINONEN; FRANKEL, 1997),
antiinflamatoria (KIM et al., 2004; LI et al., 2005; AHMED et al., 2005),
antialérgica (SAMUELSON, 1993; BERG; DANIEL, 1988), hipoglicemiante
(PEREZ et al., 2000), antiosteoporética (EATON-EVANS, 1994), anticancer
(WANG et al., 2005; LI et al., 2005; VAN ERK et al., 2005; AKBAS; TIMUR;
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OZBEN, 2004), espasmolitica (MIDDLETON, 1984; ABDALLA; ABU-ZARGA,
1987; CAPASSO et al.,, 1988, 1991a, 1991b; DI CARLO et al., 1999; LIMA,
2004; LIMA et al., 2005) e tocolitica (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO,
1997, 2000).

Os flavondides sao conhecidos por atuar nos vasos sanguineos da
mesma forma que a vitamina P, e estes compostos sdo necessarios para a
manutengdo da permeabilidade vascular normal (DI CARLO et al., 1999). Os
primeiros estudos que descrevem as propriedades dos flavondides sobre a
resisténcia vascular constam de 1936, onde foi observado que a citrina, uma
mistura da hesperidina com o glicosideo eriodictiol, normalizou a resisténcia
capilar em pacientes com certas patologias que envolviam uma diminuicdo da
resisténcia vascular (GABOR, 1988). Mais recentemente, os efeitos do
O-(B-hidroxietil)-rutosideo (HR) foram observados em pacientes com
insuficiéncia venosa crénica e observou-se que houve um restabelecimento
dos parametros hemorreolégicos (TIMEUS, 1985). Também existem dados que
sugerem um efeito promissor dos flavondides na angina pectoris
(GOTTSEGEN, 1981).

Recentemente, o 6xido nitrico (NO) foi proposto como um mediador da
secrecao intestinal associada com a administragao de laxantes (MASCOLO et
al., 1994a; MASCOLDO et al., 1994b), e Di Carlo et al. (1996) postularam que o
NO poderia estar envolvido na atividade da quercetina no intestino. As acdes
de muitos flavondides podem estar correlacionadas com sua capacidade de
interagir com o NO, um mediador de varios sistemas biolégicos (MONCADA
etal.,, 1991). Por exemplo, flavondides que sdo conhecidos por “sequestrar”
radicais livres oxigenados e recentemente, estudos sugerem que talvez eles
também sejam “sequestradores” muito potentes do NO, aumentando a
especulacdo de que eles desempenham um papel nos supostos efeitos
terapéuticos dos flavonodides (VAN ACKER et al., 1995).

O NO é formado por uma enzima conhecida como sintase do 6xido
nitrico (NOS), que é um tipo de enzima diaforase. Estudos recentes sugerem
que os flavondides podem inibir in vitro a atividade da enzima NADPH
diaforase no cérebro. Estes experimentos mostram que a quercetina e a
apigenina inibiram marcadamente a atividade desta enzima de maneira

dependente de concentragéo, sugerindo que estes flavondides talvez também
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sejam capazes de inibir a producao de NO no cérebro (MONCADA; PALMER;
HIGGS, 1989; VAN ACKER et al., 1995, DI CARLO et al., 1996).

A atividade gastrintestinal da quercetina foi avaliada por Di Carlo et al.
(1996) em animais pré-tratados com dois inibidores da NOS, NC-nitro-L-
arginina metil éster e N®-monometil-L-arginina (L-NAME e L-NMMA). Este pré-
tratamento potencializou o retardo do transito, secregao intestinal e diarréia
causados pela quercetina, e dessa forma sugerindo que o NO esta envolvido
na atividade gastrintestinal da quercetina.

Ha relatos de que os flavondides tém efeitos na motilidade intestinal
tanto in vitro como in vivo (DI CARLO et al., 1999), também como agente
antiulcerogénico (1ZZ0 et al., 1994), antiespasmodico (CAPASSO et al., 1991a;
CAPASSO et al.,, 1991b), anti-secretério ou antidiarréico (DI CARLO et al.,
1993). Foi relatado que a quercetina e outros flavondides inibiram as
contragdes induzidas em ileo de cobaia (FANNING et al., 1983; MACANDER,
1986).

Capasso et al. (1991a), testaram 13 flavondides de varias classes
(apigenina, catequina, crisina, flavona, hesperetina, campferol, morina,
miricetina, naringenina, naringina, floridzina, quercetina e taxifolina) sobre as
contragdes induzidas por PGE,, LTD4, acetilcolina (ACh) e BaCl, em ileo
isolado de cobaia, e observaram que todos eles inibiram estas contracoes.
Capasso et al. (1991b) também observaram que os flavondides inibiram as
contragcdes induzidas eletricamente e por uma variedade de agonistas, dentre
eles a ACh, 5-hidroxitriptamina, histamina e algumas prostaglandinas, em ileo
isolado de cobaia.

Em utero isolado de rata, Revuelta et al. (1997) observaram que os
flavondides genisteina, campferol e quercetina apresentaram efeito relaxante
sendo que para o campferol e a quercetina este efeito parece estar relacionado
ao aumento do AMP¢ no meio intracelular, ja para a genisteina este efeito esta
inversamente relacionado ao grau de despolarizagao induzido neste 6rgao.

Em estudos realizados no Laboratério de Farmacologia Funcional Prof.
George Thomas, do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da UFPB, Lima
(2004) investigou uma possivel atividade espasmolitica de diplotropina em
varios musculos lisos isolados, como aorta de rato, traquéia e ileo de cobaia e

utero de rata, e os resultados obtidos mostraram que este flavondide so6
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apresentou atividade espasmolitica em utero de rata e ileo de cobaia, sendo
mais potente e eficaz neste ultimo érgéo.

Inicialmente, foi observado que diplotropina parecia estar promovendo
tal efeito espasmolitico em ileo isolado de cobaia, por inibir o influxo de Ca**
através dos canais para Ca?* dependentes de voltagem (Cay) (LIMA et al.,
2005). Porém, outros estudos evidenciaram que o mecanismo pelo qual
diplotropina exerce efeito relaxante em ileo de cobaia ndo se da por inibigdo
direta do influxo de Ca®" através dos Cay, parecendo envolver indiretamente a
ativagdo ou modulacgdo dos canais para K™ (LIMA, 2004). Isto porque, em nivel
funcional, o efeito relaxante de diplotropina sobre o ileo pré-contraido com
10 M de ACh foi atenuado significantemente quando na presenca de 5 mM de
cloreto de césio (CsCl), um bloqueador ndo seletivo dos canais para potassio
(LATORRE et al., 1989) e também na presenca de 107" M de caribdotoxina
(ChTx), um bloqueador nao seletivo dos BKca € Ky (GIANGIACOMO et al.,
1999; MULLMANN et al., 2001; SCHROEDER et al., 2002).

Fisiologicamente, o espasmo, contracdo muito comum neste tipo
musculo, é dependente do aumento da concentracdo intracelular de Ca?*
([Ca*]) (SOMLYO; SOMLYO, 1994), seja por liberagdo dos estoques
intracelulares ou por sua entrada através de canais de Ca®* na membrana
plasmatica (THORNELOE; NELSON, 2005), e este aumento da [Ca®*]i € um
fator chave para muitas respostas celulares dependentes da ligagédo a ions
Ca?* e para um vasto nimero de moléculas efetoras, tais como algumas
enzimas, proteinas contrateis e canais ibnicos presentes na membrana.

Os canais idnicos desempenham papel crucial para a rapida transmissao
de informacdes entre as células traduzindo os sinais na forma de mudancas no
potencial de membrana (Vm), compreendendo dois processos: a
despolarizagdo e a hiperpolarizagdo da membrana (YU; CATTERALL, 2004).
Estes sinais elétricos resultam, na sua maioria, em oscilacdes na concentragao
de Ca® intracelular livre ([Ca?']). Dessa forma, promovendo o controle de
inumeros processos fisioldgicos, tais como: secre¢ao hormonal, transmissao e
processamento de informagdes pelo sistema nervoso central, sensacdes
somaticas e a propria contracdo muscular. Todos esses processos Sao
mediados, pelo menos em parte, por membros da superfamilia de canais

sensiveis a voltagem, dentre eles, os Ky, os BKca, 0s Cay, 0s canais para Na*
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sensiveis a voltagem (Nay), os canais abertos por nucleotideos ciclicos (CNG),
0s canais ativados por hiperpolarizagdo e nucleotidios ciclicos (HCN), os
canais receptores de potencial transiente (TRP), os canais de potencial
transiente (TPC), os canais para K" retificadores de entrada (K;;) e os canais
para K* de dois poros (Kzp) (YU; CATTERALL, 2004).

Sabe-se que nas células do musculo liso estdo mais comumente
expressos 0s BKc,, canais para CI e canais catidnicos ativados pelo receptor
muscarinico, que além de sensiveis ao Ca®" intracelular, sdo regulados por
proteinas-G (INOUE; ISENBERG, 1990b). A atividade de todos esses canais
reflete em variacdes na [Ca?']; da vizinhanga imediata do lado intracelular da
membrana plasmatica (BENHAM; BOLTON, 1986).

O espasmo pode ser inibido quando se impede alguma etapa da via de
sinalizagdo bioquimica ativada durante o processo contratil. A contracido é,
basicamente, resultante de um aumento da [Ca®'], que pode ser de origem
extracelular, a partir de uma inversdo no potencial de membrana ou,
indiretamente, apos ligacdo de agonistas aos seus receptores levando a
abertura de canais para Ca?* operados por voltagem do tipo L (Cay-L)
(CASTEELS; SUZUKI, 1980; NEILD; KOTE-CHA, 1987; NELSON et al., 1988).
A origem do Ca®" intracelular pode ser resultado da ativacdo de receptores
especificos na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS), organela que
representa a principal fonte de Ca®* intracelular, devido ao aumento dos niveis
de 1,4,5-trisfosfato de inositol (InsP3), promovido apds a interagcao
agonista/receptor e ativacédo da fosfolipase C (PLC); da liberagdo do Ca* por
interacdo do préprio Ca** com o receptor de rianodina (RyR, sensivel
cafeina), também presente na membrana do RS (DELLIS et al., 2006) e, por

"], mediado por um trocador Na*/Ca** reverso na

fim, do aumento da [Ca
membrana plasmatica (BLAUSTEIN, 1989).

Recentemente foi descoberto um mecanismo de entrada de Ca®" no
meio intracelular mediado diretamente por ativacdo de receptores de
1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3R) situados na membrana plasmatica (DELLIS et
al., 2006), mas seu papel na contracdo do musculo liso ainda ndo esta bem
esclarecido. Porém, a principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio
extracelular sdo os Cay (CATTERALL, 2000), e como a abertura de tais canais

€ controlada por variagdes no Vm das células da musculatura lisa, a contragao
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no musculo liso esta intimamente relacionada com o Vm dessas células, onde
eventos de despolarizagao levam a contragdo, enquanto que eventos de
repolarizacdo ou hiperpolarizacdo levam ao relaxamento deste musculo
(NELSON et al., 1990; KNOT et al., 1996; THORNELOE; NELSON, 2005).

O ion Ca**, advindo de qualquer meio, quando em quantidades elevadas
no meio intracelular pode ligar-se a calmodulina (CaM) e contribuir para a
formacéao do complexo [(Ca2+)4—CaM] que, por sua vez, pode ativar a cinase da
cadeia leve da miosina (MLCK). O novo complexo formado
[(Ca®*)4-CaM-MLCK] constitui a forma ativa da MLCK, que tem como fungéo
fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC20), e esta fosforilagdo permite o
desencadeamento do mecanismo de ciclizacdo das pontes cruzadas entre os
filamentos de actina e miosina favorecendo um deslizamento entre estes
filamentos e, consequentemente, o desenvolvimento da contragdo (ALLEN;
WALSH, 1994; SOMLYO; SOMLYO, 1994; 2003).

O equilibrio entre a MLCK e a fosfatase da cadeia leve da miosina
(MLCP) funciona como um mecanismo regulador reversivel de
fosforilagao/desfosforilagdo que integra a contragdo no musculo liso
(WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005).

Novos estudos sobre mecanismos de contragcdo de musculos lisos
revelam uma via acessoria que contribui para este fenbmeno: a modulagao da
MLC pela inibicdo da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2000). A MLCP ¢é formada
por 3 subunidades: uma catalitica (PP1c), uma regulatéria (MYPT1) e outra,
com 20 kDa, de fungéo até entdo desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). O
mecanismo de inibicdo da MLCP inicia-se a partir da ativacdo da pequena
proteina ligante de GTP (RhoA), dependente da proteina G1z13. O complexo
RhoA-GTP estimula a sua cinase associada (ROK) e uma fosfolipase D (PLD),
que é especifica para fosfatidilcolina, liberando acido fosfatidico, o qual sofre
desfosforilacdo, formando diacilglicerol (DAG) e ativacdo sustentada da
proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997). A ativacdo da PKC pode resultar da
ativacdo, dependente da proteina G4, da PLC que forma DAG a partir da
hidrolise do 4,5-bifosfato de inositol (PIP;). As proteinas ROK e PKC podem
agir de forma isolada ou em cooperagdo para inibir a atividade da MLCP
(SOMLYO; SOMLYO, 2000) e, desta forma, manter a contragado. Apesar de a
proteina ROK fosforilar diretamente a MLC (TOTSUKAWA et al., 2000), seu
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mecanismo de acdo para sensibilizagdo do Ca** parece se dar por inibicdo da
MLCP, e este mecanismo se da por fosforilagao direta dos residuos Thr696 e
Thr853 da MYPT1 humana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROK também pode
fosforilar o residuo Thr38 da CPI-17 (uma proteina inibitéria endogena),
contribuindo para o aumento da sua poténcia inibitéria sobre a MLCP,
chegando a mais de 1000 vezes (SOMLYO; SOMLYO, 2003).

Se 0 mecanismo contratil se da pelo aumento da [Ca®'];, o relaxamento
do musculo liso se da pelo retorno dos niveis de Ca?* livre no citosol aos niveis
basais (SOMLYO et al., 2004). Tal reducdo na [Ca?']; pode ocorrer,
basicamente, por dois mecanismos, o eletromecanico, que é a repolarizagao
(ou hiperpolarizacdo) de membrana, ou o farmaco-mecéanico, que ocorre a
partir da ativacdo de receptores de membrana e, consequentemente, inibicao
das vias bioquimicas que levam a contragdo (WOODRUM; BROPHY, 2001).

De grande importancia para tal fenémeno é o movimento dos ions K,
através de canais presentes na membrana plasmatica, contribuindo para a
regulacdo do influxo de Ca®" através dos Cay (HUANG, 1998). Assim, os
canais para potassio desempenham um papel chave na regulagdo do Vm e na
excitabilidade celular. O Vm do musculo liso depende do balango entre o
aumento da condutancia ao K* levando a uma hiperpolarizacéo e a diminui¢éo
da condutancia ao K* levando a uma despolarizacdo. A abertura do canal para
K" hiperpolariza a membrana das células musculares lisas levando a uma
reducao na probabilidade de abertura dos Cay e, portanto, a um relaxamento
(KNOT et al., 1996).

A relagdo entre o aumento da atividade dos canais para K' e o
relaxamento observado no musculo liso vem sendo estudada em diferentes
tecidos e relacionada com diferentes tipos de canais para K*, alguns autores
apresentando somente evidéncias farmacoldgicas envolvendo a resposta
contratil, como por exemplo, os canais para K sensiveis ao ATP (Katp) em
traquéia de cobaia (SHIKADA; TANAKA, 1995), em musculo longitudinal de
ileo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD, 1996) e de cobaia (SUN;
BENISHIN, 1994), os canais BKca em musculo liso longitudinal de ileo de
cobaia (UYAMA et al., 1993), em traquéia de porco (KANNAN; JOHNSON,
1995), canais para K* de pequena condutancia ativados por Ca®* (SKca) em

utero de rata (SILVA et al.,, 1996), outros associando experimentos de
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contracdo e eletrofisiologicos, como por exemplo, os canais para K’ de
pequena condutancia ativados por Ca®* em aorta de rato (SILVA et al., 1994),
os canais BKc,; em traquéia de cao (WADE; SIMS, 1993), de porco (KUME et
al., 1994; YAMAGAGE et al., 1996), de cobaia (HIRAMATSU et al., 1994), em
aorta de coelho (DEMIREL et al., 1994), em miométrio humano (ANWER et al.,
1993, MEERA et al., 1995), em artérias submucosas e mesentéricas de cobaia
(HILL et al., 1997) e em ileo de cobaia (HONG et al., 1997; SILVA et al., 1999;
ABOULAFIA; SILVA; NOUAILHETAS, 2002), os canais Katp em uretra de
cobaia (TERAMOTO et al., 1999) e em traquéia de gato (TERAMOTO et al.,
2000).

Atualmente é reconhecido que, em células da musculatura lisa, ha pelo
menos quatro diferentes familias de canais para K* identificadas, a dos BKca,
dos Ky, dos Karp e dos Ki (NELSON; QUAYLE, 1995). Sendo que, a
repolarizagao ou hiperpolarizagdo de membrana ocorre devido, principalmente,
a ativagdo dos BKc,, que sdo ativados quando a [Ca*']; se eleva na ordem de
uM, e a ativagdo dos Ky, em decorréncia a despolarizagdo de membrana
(LEDOUX et al., 2006). Tal ativagdo leva a uma redugdo no influxo de Ca**
através dos Cay por sua inibicdo e, consequentemente, a uma reducdo da
[Ca?*]; (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 20086).

Diante do exposto, compostos como os ativadores de canais para K*
podem hiperpolarizar a membrana e, indiretamente, bloquear os Cay-L, inibir o
influxo de Ca®*, e conseqiientemente, diminuirem a [Ca®'];, inibindo a contragdo
(WESTON; EDWARDS, 1992; KURIYAMA et al., 1995; LEDOUX et al., 2006;
LIN et al., 2006).

Os mecanismos que podem resultar em relaxamento e que estido
diretamente relacionados com um acoplamento farmaco-mecanico incluem a
fosforilagado via PKG (proteina cinase dependente de GMP¢) ou PKA de varios
substratos, podendo promover: (1) o aumento na atividade da Ca*-ATPase
tanto do RS (SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA), promovendo
aumento do seqiiestro e extrusdo de Ca®*, respectivamente, reduzindo a
[Ca®];; (2) a inativacdo dos IPsR e reducdo da sua capacidade de liberar Ca*
do RS; (3) a diminuicdo da formacao do InsP; e, conseqlientemente, reducao
da liberacdo de Ca®** do RS; (4) a inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade

pelo [(Ca2+)4-CaM], e a fosforilagdo de teloquina, que promove a ativacdo da
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MLCP, ambos os processos causando uma redugao nos niveis de MLC
fosforilada e da prépria contragdo; (5) a inibicdo dos Cay, promovendo uma
reducdo da [Ca®']; por diminuicdo do influxo de Ca®"; (6) a ativacdo de canais
para K*, que indiretamente, por repolarizacdo ou hiperpolarizacdo, causam a
desativagdo dos Cay (WOODRUM; BROPHY, 2001; DUTTA et al.,, 2002;
DANILA; HAMILTON, 2004).

Em células do musculo liso intestinal, agonistas muscarinicos Ms (ex.
carbacol) induzem oscilagdes na [Ca®"], com variacdes concomitantes na
probabilidade de abertura dos BKc¢, € canais catidnicos (ZHOLOS et al., 1994;
KOHDA et al., 1996, 1998). Isto promove oscilagdes sincronizadas no Vm e na
entrada de Ca*' induzida por despolarizagdo. Porém, muitos aspectos

"), e a atividade de

importantes deste complexo de interacdes entre o Vm, [Ca
dois tipos de canais para Ca** sensiveis ao Ca®*, os intracelulares e os da
membrana, ainda necessitam de esclarecimentos (GORDIENKO et al., 1999).
Semelhantemente ao que ocorre em outros tipos de células do musculo
liso, tal como em midcitos de ileo isolados de cobaia, um aumento na [Ca®']; é
primordial para o controle da atividade contratil no miométrio (WORD, 1995).
No miométrio, o Ca* é considerado o principal ion, exceto no final da gravidez,
quando o ion Na® desempenha o principal papel no controle da atividade
elétrica do miométrio (KAO, 1989; MARSHALL, 1990; PARKINGTON;
COLEMAN, 1990; HILLE, 1992; SANBORN, 1995). Assim, a entrada de Ca**
nas ceélulas miometriais medeia as variagdes no potencial de membrana e
funcionam como um sinal interno para a contragdo. Consequentemente, o
entendimento das bases para a regulagdo da atividade elétrica do miométrio é
um fator chave para o entendimento da regulagdo do Ca®" miometrial e da
atividade contratil. De tal forma, o controle da movimentacgao i6nica pode prever
um alvo responsavel pelo controle das contragdes uterinas (SANBORN, 2000).
Um numero de canais para Ca®" miometriais tem sido bem descritos,
incluindo os Cay-L, os Cay-T (INOUE et al., 1990a; INOUE; SPERELAKIS,
1991; SPERELAKIS et al., 1992; MIRONNEAU, 1993; SANBORN, 1995) e uma
nova classe de canais idnicos envolvidos na entrada de Ca** tem sido descrita
recentemente, e varias destas proteinas estdo presentes nas células
miometriais. Membros da familia dos receptores de potencial transiente (TRP)

sdo proteinas da membrana plasmatica implicadas na entrada de Ca®* nessas
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células em resposta a sinais resultantes a apartir do InsP; gerado e/ou da
deplecédo dos estoques desse ion no meio intracelular (BIRNBAUMER et al.,
1996).

O mecanismo de contracdo uterino € similar aos outros tipos de
musculos lisos (WRAY, 1993; WRAY et al., 2001). Para que haja ativacao
dessa contracdo é necessario que haja um aumento global da [Ca*],, sendo
que a principal fonte de Ca®" ativador no miométrio é o fluido extracelular
(SHMIGOL et al.,, 1998, WRAY et al, 2001) o qual pode entrar no
compartimento citoplasmatico durante uma despolarizacdo de membrana ou
apos estimulo de um agonista. Neste Ultimo caso, a liberacdo de Ca®* dos
estoques intracelulares, p ex.: RS, pode ser o mecanismo predominante
responsavel pela elevagdo da [Ca®'], que precede a ativagdo da entrada de
Ca’" através de canais idnicos na membrana. Apds o término do estimulo, o
relaxamento se da por recaptacdo do Ca?* para os estocadores intracelulares
de Ca®* e extrusdo para o meio extracelular (KARAKI et al., 1997).

Devido ser necessaria uma elevagao global da [Ca®*]; para iniciar-se
uma contracgdo, elevacdes localizadas da [Ca®'];, tais como os “Ca®" sparks” e
“Ca®* puffs” iniciados espontaneamente ou em resposta a agonistas, por
exemplo o InsP; (YAO et al., 1995), ndo contribuem para a ativagdo da
contragao porém, podem ser importantes para a regulagéo da excitabilidade da
membrana uterina (NELSON et al.,, 1995) e ativacédo localizada de vias de
transducdo especificas (RASMUSSEN et al, 1987). O RS ocupa
aproximadamente 7,5 % do volume celular uterino total (excluindo mitocondria
e nucleo). A abundancia do RS em células do musculo liso uterino e suas
variagdes de acordo com o ciclo estral ou estado de gravidez sugere que esta
organela pode estar envolvida na regulagcdo da sinalizagdo dos midcitos
uterinos durante os estados de gravidez e parto (SHMYGOL; WRAY, 2004).

Em midcitos uterinos os mecanismos de sinalizacdo para liberagao de
célcio intracelular envolvem principalmente a acdo de agonistas como a
ocitocina, as prostaglandinas, os a-adrenérgicos e os muscarinicos. A ligagao
de tais agonistas aos seus receptores na superficie da membrana proporciona
a ativagao da fosfolipase C (PLC) via proteinas-G, resultando na producao de
InsP; e, conseqlientemente, liberagdo de Ca®* do RS (MARC et al., 1986;
ANWER; SANBORN, 1989; ARNAUDEAU et al., 1994). Também ja foi

16



Introducao

observada a participacdo dos RyR no mecanismo de liberagdo de Ca*
intracelular em células miometriais, um mecanismo denominado, liberacdo de
Ca”* induzida pelo proprio Ca?* (CICR). Como subtipos desse receptor sofrem
supra-regulagao (“‘up-regulation”) em uteros gravidos (AWAD et al., 1997),
sugere-se que um possivel envolvimento do mecanismo de CICR na regulacao
da contratilidade uterina durante o parto.

No miométrio, sabe-se que variagbdes ritmicas na permeabilidade ao
Ca”* contribuem para a despolarizacéo e variacdes na permeabilidade ao fon
K" contribuem para a repolarizagéo ou hiperpolariza¢éo (REINER; MARSHALL,
1975; KAWARABAYASHI et al.,, 1986; KAO, 1989; MARSHALL, 1990;
PARKINGTON, 1990; SANBORN, 1995).

Os canais para K', no miométrio, incluem os BKc,, retificadores
retardados e retificadores de entrada. Um dos canais para K° melhor
caracterizado é o BKc, detectado em células miometriais de um grande
numero de espécies, incluindo humanos (MOLLARD et al., 1986; TORO et al.,
1990; TRITTHART et al.,, 1991; ANWER et al.,, 1993; ADELWOEHRER,;
MAHNERT, 1993; ERULKAR et al., 1993; PEREZ et al., 1993; MEERA et al.,
1995; SANBORN, 1995; KHAN et al., 1998). Assim, devido serem regulados
pelo Ca®*, a atividade de tais canais pode ser regulada por agentes relaxantes
ou contracturantes uterinos.

A IbTx, um bloquedor seletivo dos BKca (GALVEZ et al., 1990; FOX et
al.,, 1997; KOSCHAK et al., 1997; SCHROEDER et al.,, 2002), promove o
surgimento de potenciais de membrana mais positivos (ANWER et al., 1993).
Uma rapida despolarizacéo, atribuida primariamente a entrada de Ca®* (ou Na*
durante o inicio da gravidez) é responsavel pela geragao do potencial de agéo
(KAO, 1989; MARSHALL, 1990; PARKINGTON, 1990; INOUE et al., 1990a;
SANBORN, 1995). A diminuigdo do potencial de acdo é consequéncia do
envolvimento da abertura de canais para K' (LATORRE et al., 1989;
PARKINGTON; COLEMAN, 1990; SANBORN, 1995).

Notavelmente, esses canais s&o ativados por agentes capazes de
aumentar os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e,
consequentemente, a atividade da PKA, incluindo agonistas 3-adrenérgicos e a
relaxina (TRITTHART et al., 1991; ANWER et al., 1992; MEERA et al., 1995;
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SANBORN et al., 1995) porém, sdo raros os agentes relaxantes de musculos
lisos que agem por ativagéo direta desses canais.

Em utero isolado de rata, Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (1997)
observaram que os flavondides genisteina, campferol e quercetina
apresentaram efeito relaxante sendo que para o campferol e a quercetina este
efeito parece estar relacionado ao aumento do AMP¢ no meio intracelular, ja
para a genisteina este efeito esta inversamente relacionado ao grau de
despolarizagéo induzido neste 6rgao.

O utero de rata € bicorno, com os dois cornos uterinos claramente
definidos e aderidos sobre a cérvix uterina, tendo o 6rgao a forma de Y
(Figura 3 A).

Na espécie humana, o utero exibe uma estrutura simples, com a massa
do 6rgao sendo comprimida ao corpo uterino (Figura 3 B). O utero de todos os

mamiferos placentarios € composto de, no minimo, trés camadas: o endométrio

que reveste a superficie luminal, a camada de musculo liso ou miométrio e a
serosa (CRANKSHAW, 2001).

1\;;-‘}//
\ Serosa

" N\t Miométrio

| \ Endométrio
Adaptado de: Y

http://www.scientific-art.com/GIF %20files/Medical/uterus.GIF

Figura 3. Foto do utero de rata (A) e esquema do utero humano (B).
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A regulagdo das contragdes uterinas € um parametro de importancia
para a saude da mulher. As colicas uterinas e abortos prematuros sao
problemas que acometem mulheres em todo o mundo. Por exemplo, as
contragdes uterinas fortes e regulares sao essenciais para a iniciagdao do
trabalho de parto bem como, manutencédo e eventual expulsdo do feto e da
placenta durante o nascimento.

A hiperatividade uterina antes do tempo predispde as gravidas ao
trabalho de parto prematuro. Contragdes uterinas inadequadas podem impedir
o trabalho de parto e aumentar a incidéncia de emergéncias das cesarianas e
hemorragias pos-parto com perigo potencial para a mae e para a crianga
(ADELSTEIN; HATHAWAY, 1979; WRAY, 1993).

Tentar descobrir alguma substancia que possa prevenir ou até curar tais
problemas é de extrema importancia, uma vez que a diplotropina apresentou
efeito relaxante tanto em ileo isolado de cobaia como em utero isolado de rata,
também surge a importéncia de se tentar elucidar o mecanismo de acado
tocolitico apresentado por este flavondide.

O musculo liso é€ o principal tipo de musculo que controla o
funcionamento da maioria dos 6rgdos ocos do organismo. A regulagdo da
contragdo do musculo liso desempenha um papel integral em muitos processos
fisiopatoldgicos, dessa forma o musculo liso possui um importante papel na
maioria dos sistemas bioldgicos, e ainda representa uma ferramenta util para a
investigacao de atividades biologicas de substancias de origem natural ou
sintética (WATTERSON et al., 2005).

A contragdo anormal do musculo liso € importante no mecanismo da
hipertensdo, do vasoespasmo cerebral e coronariano, da disfungao erétil, da
asma brénquica, do trabalho de parto e das codlicas uterinas e intestinais
(WEBB, 2003). Além disso, como os ions Ca** medeiam grande parte das
agdes das drogas no nosso organismo e desempenham um papel central no
processo de contragao e relaxamento, os modelos de musculos lisos (intestinal
e uterino) se apresentam como meios, relativamente simples, para a
investigacdo de mecanismos de agao de drogas que envolvem o metabolismo
do calcio como € o caso da diplotropina.

Diante de todas essas premissas e observando-se os resultados

anteriormente obtidos com o flavondide diplotropina, isolado da fase hexanica
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obtida do extrato etandlico bruto das cascas do caule de Diplotropis ferruginea
Benth. (Fluxograma 1), resolveu-se dar continuidade aos estudos sobre o efeito
relaxante de diplotropina em ileo isolado de cobaia e utero isolado de rata,
visando caracterizar molecularmente o mecanismo de acdo pelo qual
diplotropina promove relaxamento desses musculos, bem como expandir os
estudos que combinem a modificacdo estrutural no composto natural
diplotropina e sua atividade biologica, constituindo um trabalho de correlagéo
entre a estrutura quimica e a atividade biolégica. Para tanto os colaboradores
da quimica propuseram modificacbes estruturais no composto natural
diplotropina, utilizando-se técnicas de sintese organica e de transformacgdes
quimicas organicas, focalizando as modificacdes nos anéis aromaticos com o
objetivo de aumentar a poténcia da atividade farmacoloégica mais evidente no
flavondide diplotropina, que é a de induzir relaxamento em ileo isolado de
cobaia e utero isolado de rata e assim, obtiveram, através de uma
desmetilacdo oxidativa com nitrato cérico de amdnia, uma quinona, a (2,3-
trans-3,4-trans)-3,4-dimetoxi-(6,7,2",3")-furanoflavana-5,8-diona, que foi
codificada como DPTN-Sint. 1 (Figura 4).
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Fluxograma 1. Esquema geral para obtencédo do extrato etandlico bruto, bem

como da fase hexénica e isolamento e purificagao do flavondide diplotropina.

Cascas do Caule Pulverizadas (5000 g)

Maceragéo exaustiva com EtOH 95 %

Solugao etandlica

Concentracdo em rotavapor

Extrato Etandlico Bruto (413 g)

Solubilizagdo MeOH : H,O (3 : 7)
Agitacdo mecanica por 60 minutos

Solugéo Hidroalcodlica | (Sol. HAI)

Extragdo com hexano (2 L)
Particdo em funil de separagéo

Fase hexanica (55,6 g) Solugéo HA I

Concentragao em rotavapor

Solubilizagdo em MeOHagq.
Repouso no “freezer” (24 horas)
Filtragdo em funil de Buchner

| Precipitado (12,77 g)

Recristalizagao: Hexano + gotas de CHCl3

DIPLOTROPINA

CAN/CH3CN
0°C,1-2h

Figura 4. Estrutura quimica do derivado sintético, DPTN-Sint. 1 (2), obtido a

partir de modificagdes estruturais no composto natural diplotropina (1).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Aprofundar o estudo sobre o mecanismo de acdo espasmolitica da
diplotropina, furanoflavana isolada da fase hexanica obtida das cascas do caule
de Diplotropis ferruginea Benth. (Fabaceae) em ileo isolado de cobaia e Gtero

isolado de rata.

2.2 Especificos

2.2.1 Em ileo isolado de cobaia:

2.2.1.1 avaliar o efeito da diplotropina frente a varios
bloqueadores de canais para potassio, inclusive especifico para BKc,;

2.2.1.2 investigar o efeito da diplotropina sobre a [Ca®'] em

midcitos de ileo de cobaia com e sem estimulacéo prévia.

2.2.2 Em Utero isolado de rata:
2.2.2.1 investigar o efeito tocolitico promovido por diplotropina;

2.2.2.2 caracterizar tal efeito, na tentativa de elucidar o (s)

mecanismo (s) de acao envolvido (s), investigando:

a. a caracteristica do antagonismo das contracdes uterinas

induzidas por ocitocina,
b. o envolvimento dos canais para potassio;

c. uma possivel participacdo da via de sinalizacdo dos

nucleotidios ciclicos.
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2.2.3 Investigar o efeito do derivado sintético da diplotropina (2,3-trans-
3,4-trans)-3,4-dimetoxi-(6,7,2",3")-furanoflavana-5,8-diona, DPTN-Sint. 1, em
musculos lisos isolados (aorta de rato, traquéia e ileo de cobaia e Utero de
rata);

2.2.4 Comparar os parametros de poténcia e eficacia relativas de
DPTN-Sint. 1 com o seu precursor, diplotropina, com base na determinacéo da
CE50! CISOG Emax-
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Material vegetal

As cascas do caule de Diplotropis ferruginea Benth. foram coletadas no
municipio de Caraubas, estado do Rio Grande do Norte, em maio de 2002. O
material botanico foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do
Setor de Botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby
Fernandes de Medeiros (LTF). Uma exsicata da espécie esta depositada no
Herbario LTF, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) sob o codigo M. F.
AGRA & D. ALMEIDA 5559 (Figura 5).

A

a

c UNIVERSIDADE FEDERAL DA
PARAIBA
Herbario LTF

FABACEAE

Diplotropis ferruginea Benth.

Det. M.F.Agra, Jun 2001

BRASIL: Rio Grande do Norte, Municipio
de Carnaubas, sitio Jahar¢

Col. M.F.Agra & D.Almeida 5559
31/05/2001

Obs: N.V. Sucupira

Figura 5. Foto da exsicata de Diplotropis ferruginea Benth. (A), detalhes das

folhas e frutos (B) e do codigo de registro no Herbério LTF (C).
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3.1.2 Animais

Eram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos pesando
entre 300 e 500 g, ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens pesando entre
180 e 250 g e ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250 e 350 g
(Figura 6), todos procedentes do Biotério Prof. Thomas George do LTF/UFPB
ou do Biotério Central da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista
de Medicina (UNIFESP/EPM).

Figura 6. Fotos de Cavia porcellus (A) e Rattus norvegicus (B).

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets (Purina) com
livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (22 + 1 °C) controladas e
constantes. Todos 0s experimentos eram realizados no periodo de 07:00 as
18:00 horas.

Todos os animais utilizados nos experimentos eram eutanasiados
seguindo os principios de cuidados com animais aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB (Certiddo CEPA/LTF # 0508/05)
(Anexo 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EPM.
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3.1.3 Substancias e sais

A acetilcolina (ACh), o cloridrato de carbamilcolina (carbacol), a
histamina, o cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), o cloreto de sédio
(NaCl), o cloreto de potassio (KCI), o cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl,.6H,0), a glicose (CgH120¢), o fosfato monossodico 1-hidrato
(NaH,PO4.H,0) e o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0) foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

O &cido araquiddénico (AA), o cloreto de césio (CsCl), o cloreto de
tetraetilamonio (TEA®), o cremofor, a caribdotoxina (ChTx), o dietilestilbestrol, a
apamina, a iberiotoxina (IbTx), o 1-[2(-carboxioxazol-2-i)-6-aminobenzofurano-
5-oxil]-2-(2’-amino-5-metilfenoxi) etano-N, N, N, N-tetraacético acido
pentacetoximetil éster (fura 2-AM), a albumina sérica bovina, o cloreto de bario
(BaCl,), o cloreto de manganés (MnCl,), a digitonina, o inibidor de tripsina, a
penicilina e o sulfato de estreptomicina foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

A ocitocina foi obtida da Eurofarma (Brasil), o acido plurénico F-127 foi
obtido da Molecular Probes Inc. (Carlsbad, CA, USA), a colagenase foi obtida da
Worthington Biochemical Corporation.

O flavondide diplotropina, bem como o seu derivado obtido por sintese,
DPTN-Sint. 1, foram gentilmente cedidos pelos colaboradores do Setor de
Quimica do Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica.

A estrutura quimica da diplotropina, bem como do seu derivado sintético,
foi determinada por comparacédo de seus dados de ponto de fuséo (114-115 -
90-92 °C, respectivamente), espectroscopia de ressonancia nuclear magnética
de hidrogénio (*H) e carbono (**C) e espectrometria de massas com dados
previamente publicados (ALMEIDA et al., 2003; ALMEIDA, 2004). Informacdes
quanto a marcha para isolamento do flavondide diplotropina e sobre sua
determinacao estrutural e caracteristicas quimicas sdo de responsabilidade de
nossos colaboradores do Setor de Quimica do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (ALMEIDA, 2004) e néo fazem parte deste trabalho.
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3.1.4 Aparelhos

Para registro das contracfes isométricas e isotdnicas os segmentos de
orgaos isolados eram suspensos em cubas de vidro (6 mL) aquecidas a
temperatura adequada, de acordo com cada protocolo experimental, por
bombas termostaticas modelo Polystat 12002 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL,
USA) ou Fisatom 597 (FISATOM, Sé&o Paulo, SP, Brasil) (Figura 7).

]

Figura 7. Fotos das bombas termostaticas. Polystat 12002 (A) e Fisatom
597 (B).

As contracdes isométricas eram registradas através de transdutores de
forca modelo FORT-10 conectados a um amplificador modelo TBM4M (ambos
da World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) que, por sua vez, estava
conectado a uma placa conversora analdgico/digital (BioData, Jodo Pessoa,
PB, Brasil) instalada em um computador com o programa BioMed® versdo Rv2

(BioData, Joao Pessoa, PB, Brasil) (Figura 8).
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Figura 8. Fotos do sistema de aquisicdo de dados digital, com amplificador e
cuba para 6rgaos isolados em detalhe.

As contragfes isotOnicas eram registradas por meio de uma alavanca
isotdnica de inscricdo frontal em cilindros esfumagados de um quimografo
(DTF, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 9).

Figura 9. Foto do quimografo com cilindro esfumagado e sistema de cubas.

30



Material e Métodos

Para afericdo do pH das solug¢des nutritivas era utilizado um pHmetro
digital PG 2000 (GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 10 A).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo

AG200 (Figura 10 B), e os animais em balanca semi-analitica (ambas da
GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 10 C).

Figura 10. Fotos do pHmetro digital (A), da balanca analitica (B) e da balanca
semi-analitica (C).

Para determinacdo indireta da [Ca®*"]i em midcitos recém dispersos
isolados de ileo de cobaia eram utilizadas cubetas de quartzo acopladas a
camara escura de um espectrofluorimetro modelo LS-5B (Perkin-Elmer,
Buckinghamshire, Inglaterra) (Figura 11 A) e de um fluorimetro SPEX (ARCM
System, USA) (Figura 11 B), para monitorar a incorporacao do fura-2 e para a

medida da fluorescéncia dependente de Ca**, respectivamente.

Figura 11. Fotos do espectrofluorimetro modelo LS-5B (A) e do fluorimetro
SPEX (B).
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3.1.5 Solugdes nutritivas

Foram utilizadas diferentes solucbes nutritivas, todas aeradas com
mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,), cujas composi¢des variavam
de acordo com as caracteristicas de cada protocolo experimental, e estédo

descritas a seguir:

Tabela 1. Composicéo da solucdo de Krebs normal.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,6
MgSQO,.7H,0 5,7
KH,PO4.H,0O 1,1
CaCl,.2H,0 2,5
Glicose 11,0
NaHCO3 25,0

Tabela 2. Composicdo da solugdo de Krebs modificado por Sun e Benishin
(1994).

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 117,0
KCI 4,7
MgS0O,4.7H,0 1,3
NaH,PO4.H,0 12
CaCl,.2H,0 2,5
Glicose 11,0
NaHCOs3 25,0
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Tabela 3. Composicao da solucdo de
Cantabrana e Hidalgo (1997; 2000).

Locke Ringer de acordo com Revuelta,

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 154,0
KCI 5,63
CaCl,.2H,0 2,16
MgCl, 2,10
Glicose 5,55
NaHCO3 5,95

Tabela 4. Composicdo da solucdo de Locke Ringer sem Ca?".

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 154,0
KCI 5,63
MgCl, 2,10
Glicose 5,55
NaHCO3 5,95
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Tabela 5. Composicéo da solucdo de Tyrode.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 137
KCI 2,7
MgCl,.6H,0 0,49
NaH,PO,.H,0 0,36
CaCl,.2H,0 1,36
Glicose 5,04
NaHCO3 11,9

Tabela 6. Composicdo da solucao de Hank.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (mM)
NaCl 137,0
KCI 5,4
KH2PO4 0,44
MgSO, 1,0
Na,HPO, 0,25
CaCl, 1,3
Glicose 5,6
Vermelho de fenol 28,8
NaHCO; 4,2
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparo das amostras estudadas

O cremofor, agente solubilizante, foi utilizado para facilitar a dissolugao
da diplotropina e do seu derivado sintético, DPTN-Sint. 1, em &gua destilada,
na concentracdo de 3 % (P/V). Inicialmente as amostras eram dissolvidas em
cremofor puro e, em seguida, era adicionada agua destilada (pH = 7,0) até um
volume que gerasse uma concentracdo de 10?M (solucdo-estoque). Esta
solugéo-estoque era armazenada em “freezer” a -20 °C, sendo novamente
diluida em &gua destilada no momento da realizacdo dos experimentos de
acordo com a necessidade de cada protocolo. A concentracao final de cremofor
nas cubas nunca excedeu 0,01 % (V/V). Nesta concentracdo o cremofor €
desprovido de efeito contratil ou relaxante.

O fura-2-AM e o &cido plurénico F-127 eram dissolvidos em DMSO. O
acido araquidonico era dissolvido em etanol absoluto. As demais substancias e
sais eram dissolvidos em &gua destilada e as solucbes-estoque eram
conservadas sob refrigeracdo ou congelamento, conforme o caso. No momento
da realizacdo dos experimentos estas solu¢des eram diluidas de acordo com a

exigéncia do protocolo experimental.
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3.2.2 Caracterizagdo Funcional do Mecanismo de A¢cdo Espasmolitica de
Diplotropina em ileo Isolado de Cobaia

3.2.2.1 Avaliacdo da participacdo dos canais para K' no relaxamento
produzido por diplotropina em ileo isolado de cobaia

Baseados em resultados anteriormente obtidos, os quais levaram a
sugerir que, provavelmente, diplotropina poderia estar modulando os canais
para K*, decidiu-se investigar o efeito desta furanoflavana sobre o ileo pré-
contraido com acetilcolina tanto na auséncia como na presenca de

blogueadores seletivos de canais para potassio.

3.2.2.1.1 Efeito de diplotropina sobre a fase tbnica das contracdes
induzidas por acetilcolina na auséncia e na presenca da 4-aminopiridina

(4-AP) e daiberiotoxina (IbTx) em ileo isolado de cobaia

As cobaias eram mantidas em jejum por um periodo de 18 a 24 horas,
tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos este
periodo eram eutanasiadas por deslocamento cervical. O abdémen era aberto
e um segmento do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento era
retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solucao nutritiva de Krebs
modificado a 37 °C sob aeracdo com carbogénio.

Apés cuidadosa dissecacdo, o segmento do ileo era seccionado em
fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas
de vidro e deixados em repouso por um periodo de 30 minutos, tempo
necessario para perfeita estabilizacdo da preparacao, durante este periodo a
solucdo nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de
estabilizacdo, duas contracdes sub-maximas similares eram obtidas com
10°M de acetilcolina e registradas através de transdutores isométricos
conectados a um amplificador que, por sua vez, estava conectado a uma placa
conversora analogico/digital instalada em um computador onde os resultados
eram registrados para posterior analise. Para obtencdo do registro controle,
durante a fase tOnica sustentada da segunda resposta, diplotropina era

adicionada de maneira cumulativa a cuba. Para se testar o efeito de
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diplotropina na presenca dos bloqueadores, ap0s o periodo de estabilizac&o
(30 min.), em algumas das preparagdes, bloqueadores de canais para K* eram
incubados por um periodo de 15 min. antes da inducdo de uma segunda
contracdo em resposta a adicdo de 10° M de acetilcolina. O relaxamento foi
expresso como a percentagem reversa da forca de contracao inicial produzida
pela acetilcolina. Os valores de CEsy da diplotropina foram obtidos por

regressao nao-linear.
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3.2.3 Caracterizagcdo do mecanismo de acdo de diplotropina em nivel

celular

Diplotropina foi submetida a estudos em nivel celular para melhor
caracterizacdo do mecanismo de acdo anteriormente observado em nivel

funcional.

3.2.3.1 Obtencao dos midcitos de ileo isolado de cobaia em cultura

Os animais eram eutanasiados por deslocamento cervical, 0 6rgdo em
estudo era removido e dissecado para que ficasse livre de gordura e tecido
conectivo. Apos dissecacao, era lavado com solucdo nutritiva de Hank (tabela
5) a 37 °C contendo o indicador de pH vermelho de fenol e com o pH ajustado
para um valor de 7,4. Ap6s esse procedimento era transferido para uma
solucdo de Hank sem Ca®" e contendo EGTA (0,2 mM) por um periodo de
10 min. Apés isso, os fragmentos de ileo eram transferidos para uma segunda
solucdo de Hank sem Ca?*, contendo EGTA (0,2 mM) e enzimas proteoliticas
adequadas para a dispersdo das células (colagenase tipo XI [3 mg/mL],
papaina [1 mg/mL], elastase tipo | [1 mg/mL] e ditiotreitol [1 mM]) (solugdo
digestiva 1) por um periodo de 30 min. a 37 °C em estufa para cultura (95 % de
0O, e 5% de CO,). Passados 30 min., o ileo era segmentado em pequenos
fragmentos e estes eram transferidos para uma segunda solucao digestiva em
meio de cultura DMEM contendo colagenase tipo XI (1 mg/mL), tripsina
(0,6 mg/mL) (solucdo digestiva 2) por um periodo de 2 h em estufa para
cultura, ao término do qual o homogenato era levemente triturado usando uma
pipeta de Pasteur e os miocitos eram dispersos. O processo digestivo era
suspenso quando a solucéo digestiva 2 era trocada por uma de Tyrode com
albumina sérica bovina (10 %) e inibidor de tripsina (0,5 mg/mL), a suspenséo
de células era filtrada e centrifugada a 2.000 rpm por 4 min. Apls a
centrifugacdo, as células recém dispersas eram ressuspensas em solugcédo de
Tyrode e, ap0s isto, essas células eram semeadas em frascos de cultura de
25 cm?.

As células eram mantidas em estufas com temperatura constante de

37 °C em ar saturado com agua contendo 5 % de CO,. Entre 24 e 48 horas
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antes do experimento, as células isoladas eram removidas de seus respectivos
frascos de cultura e semeadas em laminulas de vidro. No momento do
experimento as laminulas eram lavadas com solu¢do salina apropriada e

transferidas para um fluorimetro visando realizar medidas de [Ca**];.

3.2.3.2 Determinacao fluorimétrica da [Ca®"];

A [Ca®™] era estimada fluorimetricamente utilizando o fura 2 como

fluoréforo de Ca®*. Esta metodologia consistia basicamente em trés etapas:

¢ Determinacédo da autofluorescéncia das células;

e Incorporacdo do fura 2 nos mibcitos, que se complexa com o Ca*
citoplasmatico livre;

o Determinacéo da [Ca®"]; através da raz&do das leituras da fluorescéncia em
505 nm, apos a excitacdo das células a 340 e 380 nm (método raciométrico,
de acordo com GRYENKIEWICZ et al., 1985).

3.2.3.2.1 Determinacao da autofluorescéncia das células

A suspensdo de células cultivadas em 2,5 mL de solucéo fisiologica
apropriada, era transferida para uma cubeta de quartzo do espectrofluorimetro
e mantida sob agitacdo constante por barra magnética a 37 °C.

As leituras de autofluorescéncia eram realizadas a 505 nm apos a
excitagdo dos miocitos em 340 e 380 nm. Um programa de computador
acoplado ao sistema permitia a alternancia do monocromador em fracdes de
milissegundos de 340 para 380 nm, possibilitando assim a leitura continua da
fluorescéncia. Este procedimento era feito antes do inicio do experimento
propriamente dito e o valor de autofluorescéncia sempre era abaixo de 1 % da
fluorescéncia emitida pelas células na etapa de incorporacdo com o indicador
fura 2-AM e, portanto, considerado desprezivel para o calculo da razdo de

fluorescéncia obtida apés estimulos com o0s agonistas em estudo.
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3.2.3.2.2 Incorporagéo do fura 2 aos miocitos

As suspensdes de células contendo 10° células/mL eram incubadas com
2 uM de fura 2 acetoximetil éster (fura 2-AM) na presenca de acido plurdnico
F-127 (0,01 %) a temperatura ambiente em cubetas de quartzo (2,5 mL),
continuamente agitadas por barras magnéticas. O fura 2-AM, por ser uma
molécula eletricamente neutra, difundia-se através da membrana celular. Sob
acdo de esterases citoplasmaticas, as ligacdes ésteres do fura 2-AM eram
hidrolisadas, liberando assim o fura 2 na sua forma &acida. Devido a suas
cargas elétricas negativas, conferidas por quatro radicais carboxilicos, a
molécula de fura 2 permanecia presa no interior da célula e assim interagindo
com o Ca®" livre citoplasméatico. O complexo fura 2-Ca®* apresentava
fluorescéncia méxima em 505 nm quando excitado entre 340 e 350 nm,
enguanto que para o fura 2-AM, a excitagdo maxima ocorria em 390 nm.

Deste modo a incorporacdo do fluoréforo no meio intracelular era
monitorada em diferentes tempos apés a adicdo do fura 2-AM, atraves da
varredura de excitagdo entre 300 e 400 nm. Usualmente, a saturacdo do
fluoréforo no meio intracelular era observada apés um periodo de 3 a 4 horas de
incubacdo das células com o fura 2-AM. Uma vez atingida esta saturacao,
completava-se para 15 mL, com solucdo fisiologica apropriada, o volume da
suspensao de células carregadas com fura 2. Em seguida, esta suspensao era
centrifugada a 715 g por 2 minutos para eliminar algum excesso de fura 2-AM

extracelular.

3.2.3.2.3 Determinacdo da [Ca®']; através da razdo das leituras de

fluorescéncia

O sedimento de células era ressuspenso em 2,5 mL da solucéo fisioldgica,
homogeneizado e transferido para uma cubeta de quartzo do fluorimetro SPEX
(ARCM System, NJ, USA) e esta suspensao era mantida sob agitacdo magnética
continua a 37°C. Nesta fase, utlizando-se o método raciométrico
(GRYENKIEWICZ et al., 1985), a [Ca®*] era registrada. Apés a estabilizacdo da
leitura, as substancias eram aplicadas nas cubetas conforme a exigéncia do

protocolo experimental.
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Diplotropina foi testada em diferentes situacfes: Inicialmente era
avaliado o seu efeito sobre a fluorescéncia basal dos midcitos de ileo de
cobaia, sem que nenhum estimulo promovesse um aumento nos niveis basais
de Ca?*. Em um segundo momento era avaliado o efeito do flavonéide apds um
aumento na razdo de fluorescéncia em resposta a adicdo de acetilcolina a
cubeta, que é indicativo de um aumento nos niveis de Ca?* intracelulares.

Apds a estabilizacdo da fluorescéncia basal diplotropina foi adicionado a
cuba tanto em concentracdo simples de 10* M como cumulativamente, nas
concentracdes de 10” e 3x10* M, e o curso-temporal do seu efeito era
registrado para observacao e andlise.

Em outros experimentos, apos a estabilizacédo da fluorescéncia basal era
adicionada acetilcolina (10 M) para promover um aumento na [Ca?']; e quando
este aumento atingiu seu valor maximo diplotropina foi adicionada,
cumulativamente, nas concentraces de 10* e 3x 10* M, e o curso-temporal
do seu efeito, bem como a percentagem de reducgédo da fluorescéncia eram
registrados para analise posterior.

Os resultados obtidos foram expressos como razdo de fluorescéncia
antes e apos a adicdo de diplotropina a solucdo contendo midcitos de ileo de

cobaia.
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3.2.4 Avaliacdo do Mecanismo de Ac¢éo Tocolitica de Diplotropina

3.2.4.1 Caracterizacdo do bloqueio da contracdo induzida por ocitocina

em Utero isolado de rata

As ratas eram tratadas 24 horas antes do inicio dos experimentos com
dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para indugédo do estro. Decorrido este tempo,
eram eutanasiadas por deslocamento cervical. Apos abertura da cavidade
abdominal, era feita a dissecacéo do utero, colocando-o em uma placa de Petri
contendo solucdo nutritiva de Locke Ringer a 32 °C. Em seguida, os dois
cornos uterinos eram separados por meio de uma incisdo, abertos
longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro (6 mL). Para
estabilizacdo da preparagcédo, esta era mantida em repouso por 45 minutos
antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de 1 g, efetuando, neste
periodo, a renovacdo da solucdo nutritiva da cuba a cada 15 minutos. Apés o
periodo de estabilizacdo, duas curvas concentragdo-resposta cumulativas
similares a ocitocina eram obtidas. Em seguida, na auséncia da ocitocina,
diplotropina era incubada por 15 minutos em diferentes concentracdes e em
experimentos independentes. Apds este periodo, na presenca de diplotropina,
uma nova curva concentragdo-resposta cumulativa a ocitocina era obtida. Os
resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta contratil
na presenca de diplotropina com aquela obtida pela amplitude média das

curvas controle na auséncia de diplotropina.

3.2.4.1.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tdnicas induzidas por

ocitocina em utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Apés o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares,
concentracéo-resposta simples com 102 Ul/mL de ocitocina, em preparacdes
diferentes, registradas através de transdutores isométricos acoplados a um
amplificador ligado a uma placa conversora analdgico-digital, conectada a um
computador. Durante a fase tonica sustentada da segunda resposta,

diplotropina era adicionada cumulativamente a cuba, em preparactes
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diferentes. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contracao inicial produzida pelo agonista contratil. Os valores de CEsp foram
obtidos por regressdo n&o-linear das curvas concentracdo-resposta de

diplotropina, em cada experimento.
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3.2.4.2 Avaliacdo da participacdo dos canais para calcio operados por

voltagem (Cay)

3.2.4.2.1 Efeito de diplotropina sobre as contra¢gdes tonicas induzidas por

60 mM de KCI em Utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Ap6s o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, eram obtidas duas curvas concentracao-resposta
simples com 60 mM KCI de amplitudes semelhantes, registradas atraves de
transdutores isométricos acoplados a um amplificador ligado a uma placa
conversora analdgico-digital conectada a um computador. Durante a fase
tbnica sustentada da segunda resposta, diplotropina era adicionada a cuba, de
maneira cumulativa, em preparacdes diferentes. O relaxamento era expresso
como a percentagem reversa da contracdo inicial produzida pelos agentes
contrateis. Os valores de CEsp obtidos das curvas concentragdo-resposta de
diplotropina em cada experimento foram calculados.

3.2.4.2.2 Efeito de diplotropina sobre a contracdo induzida por Ca*" em

meio despolarizante nominalmente sem calcio

O atero era montado como descrito no item 3.2.4.1 O tecido permanecia
em repouso por 30 minutos com a solucdo Locke Ringer a 32 °C que era
substituida pela solucdo Locke Ringer sem Ca?*, permanecendo também por
30 minutos, e logo em seguida, era adicionado 60 mM de KCI por 10 minutos.
Assim, eram induzidas duas curvas similares de maneira concentracao-
resposta cumulativas ao CaCl, que eram registradas através de transdutores
isométricos, com intervalo de 30 minutos. Apds estas respostas, as
preparacdes eram lavadas e diplotropina era incubada por 15 minutos em
preparacoes diferentes e apds este periodo uma terceira curva cumulativa ao

CacCl, era obtida ainda na presenca de diplotropina.
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3.2.4.3 Avaliacdo do envolvimento dos canais para potassio no
mecanismo de acao tocolitica de diplotropina

3.2.4.3.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl) em Utero
isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Apés o periodo de
estabilizacao de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares,
concentracdo-resposta simples com 102 Ul/mL de ocitocina, em preparacdes
diferentes. Antes da Ultima curva concentracao-resposta era incubado, por 10
minutos, o CsCl na concentracéo de 5 mM, bloqueador ndo seletivo dos canais
para potassio (LATORRE et al., 1989). Durante a fase ténica sustentada da
segunda resposta, diplotropina era adicionada cumulativamente a cuba, em
preparacdes diferentes. Os resultados foram avaliados comparando-se as
poténcias relaxantes e 0 Enax de diplotropina tanto na presenca de CsCl como

na auséncia de CsCl.

3.2.4.3.2 Efeito de diplotropina sobre as contragdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de tetraetiiamonio (TEAY) ou

4-aminopiridina (4-AP) em utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Apés o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares,
concentracéo-resposta simples com 102 Ul/mL de ocitocina em preparacdes
diferentes, antes da ultima curva concentracao-resposta eram incubados por 10
minutos na concentragdo de 1 mM o tetraetilaménio (TEA"), bloqueador dos
canais para potassio de grande condutancia ativados pelo Ca?* (BKca)
(MURRAY et al., 1991; HUANG, 1998; SEITZ et al., 1999) ou 0,3 mM de 4-AP,
um bloqueador dos canais para potassio operados por voltagem (Ky) (AKKER
et al.,, 1985; LI et al., 1999). Durante a fase tonica sustentada da segunda
resposta, diplotropina era adicionada cumulativamente a cuba, em preparacdes

diferentes. Os resultados foram avaliados comparando-se as poténcias
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relaxantes de diplotropina na presenca de TEA" ou 4-AP com aquela obtida na

auséncia dos referidos bloqueadores.

3.2.4.3.3 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de iberiotoxina (IbTx) em atero

isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Apés o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares,
concentracdo-resposta simples com 102 Ul/mL de ocitocina em preparacdes
diferentes, antes da Ultima curva concentracdo-resposta era incubada, por um
periodo de 10 minutos, a iberiotoxina, na concentracdo de 93 nM, um
bloqueador seletivo dos canais para potassio de grande condutancia ativados
pelo Ca?* (BKca) (GALVEZ et al., 1990; VAN DER STAAY et al., 1999). Durante
a fase tbnica sustentada da segunda resposta, diplotropina era adicionada
cumulativamente a cuba, em preparacdes diferentes. Os resultados foram
avaliados comparando-se as poténcias relaxantes de diplotropina na presenca

da IbTx com aguela obtida na sua auséncia (controle).
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3.2.4.4 Avaliagdo do envolvimento da via de sinalizagdo dos nucleotidios
ciclicos (AMPc/GMP¢) no mecanismo de acgao tocolitica da diplotropina

3.2.4.4.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por

KCI, na auséncia e na presenca de aminofilina em Utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Apés o periodo de
estabilizagcdo, duas curvas similares concentracdo-resposta simples com
60 mM de KCI eram obtidas. Em seguida, a preparacao era incubada por 20
minutos com 10*M de aminofilina, inibidor inespecifico da enzima
fosfodiesterase (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 2000) e, ainda na sua
presenca, uma nova contracdo induzida por KCI era obtida. Em seguida,
diplotropina era adicionada cumulativamente sobre a fase ténica da contracao.
O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial
produzida pelo agente contratil na auséncia e na presenca da aminofilina. Os

valores de CEs5g foram calculados como descrito anteriormente.
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3.2.5 Estudo Comparativo do Efeito Espasmolitico de Diplotropina e seu
Derivado, DPTN-Sint. 1, em Musculos Lisos

3.2.5.1 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente as contracdes fasicas induzidas por
10° M de acetilcolina ou de histamina em ileo isolado de cobaia

O ileo era montado como descrito no item 3.2.2.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, duas contracfes fasicas de magnitudes similares, com intervalo
de 15 minutos, eram obtidas com 10°M de acetilcolina ou de histamina,
concentracdo sub-méxima que produz cerca de 70 % da resposta maxima e
registradas através de uma alavanca isotbnica de inscricdo frontal em um
cilindro esfumacado de um quimégrafo (Figura 9). DPTN-Sint. 1 era incubado
por 15 minutos em preparacdes diferentes, e na presenca deste, era induzida
uma terceira contracdo utilizando um dos agonistas.

A inibicdo da resposta contratil submaxima de acetilcolina e de histamina
era avaliada por comparacao das respostas antes (100 %) e apés a adicao de
DPTN-Sint. 1 a cuba. O valor da concentracdo de DPTN-Sint. 1 que inibe 50 %
da resposta maxima de um agonista (Clsg) era obtido por regressao nao linear
a partir dos valores individuais de inibicAo de cada concentracdo de
DPTN-Sint. 1 e comparados com o valor de Clsg de diplotropina (LIMA, 2004).

3.2.5.2 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente as contracdes fasicas induzidas por

102 UI/mL de ocitocina ou por 10°M de carbacol em Utero isolado de rata

O utero era montado como descrito no item 3.2.4.1. As curvas
concentracdo-resposta simples para ocitocina e para carbacol eram obtidas,
com repeticdo (2 vezes), da concentracdo maxima (60 — 70 % das respostas
maximas) e registradas com o auxilio de alavanca isotdnica de inscricédo frontal
em um cilindro esfumagado de um quimografo (Figura 9). O derivado sintético
era incubado por 15 minutos e a inibicdo da resposta submaxima a ocitocina e

ao carbacol era avaliada como ja descrito anteriormente.
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3.2.5.3 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tdnus espontaneo, bem como sobre
as contracdes tonicas induzidas por 10°M de carbacol em traquéia

isolada de cobaia

As cobaias eram eutanasiadas por deslocamento cervical e tinham o
abddmen aberto e dissecado, a traquéia era retirada e limpa, de modo a
separad-la de todo o tecido conectivo e adiposo, sendo cortada
longitudinalmente em linha oposta a camada muscular. O érgédo era dividido em
4 segmentos, contendo de 4 a 5 anéis de cartilagem. Os segmentos eram
suspensos individualmente através de hastes de acgo inoxidavel em cubas de
vidro (6 mL), contendo solucdo nutritiva de Krebs e mantidos sob tensdo de
1 grama. Estes segmentos eram mantidos a uma temperatura de 37 °C e
permaneciam em repouso durante 60 minutos, sendo a solucao trocada a cada
15 minutos. Apds esse periodo de estabilizacdo, eram realizados protocolos
para avaliar o efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tdnus espontaneo ou sobre as
contracdes tbnicas induzidas por carbacol em traquéia tanto na presenca como
na auséncia de epitélio funcional.

A integridade do epitélio traqueal era verificada pela adicdo de acido
araquidénico (AA) a cuba na concentracdo de 10* M (TSCHIRHART et al.,
1987) durante a fase tdnica da primeira resposta induzida por carbacol, onde
aneéis que apresentavam relaxamentos superiores a 50 % (em relacdo a forca
de contracéo inicial) eram considerados com epitélio. Anéis de traquéia sem
epitélio eram obtidos através da retirada do mesmo por atrito do Iimen do
orgdo com uma haste envolta com algodao e embebida com solucéo de Krebs.

A retirada do epitélio era confirmada pela adicdo de AA a cuba, caso nao
houvesse relaxamento ou se esse fosse inferior a 10 %, o anel era considerado
sem epitélio. Os valores de CEsp € Emax Na auséncia (controle) e na presenca
do epitélio funcional eram obtidos por regresséo néo linear e comparados com

os dados obtidos com diplotropina em estudos anteriores (LIMA, 2004).
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3.2.5.4 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre as contragfes tonicas induzidas por
3 x 107 M de fenilefrina em aorta isolada de rato

Os ratos eram eutanasiados por deslocamento cervical. O térax do
animal era aberto e dissecado, a aorta toracica era retirada cuidadosamente e
anéis aorticos medindo de 2-3 mm eram obtidos livres de tecido conectivo e
adiposo. Para obtencdo das respostas isométricas, 0os anéis eram suspensos
individualmente por hastes de aco inoxidavel conectadas a transdutores de
forca, em cubas de vidro (6 mL) contendo solucéo de Krebs, a 37 °C e aerados
com carbogénio. As preparacfes eram estabilizadas por um periodo de 1 hora,
durante o qual eram mantidas sob uma tenséo de repouso de 1 grama. Durante
esse periodo, a solugéo nutritiva era renovada a cada 15 minutos para prevenir
a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Apoés o periodo de estabilizacdo, eram induzidas duas contracdes de
magnitudes similares com fenilefrina na concentragdo sub-maxima de
3x 107 M, e consideradas como controle. A integridade do endotélio vascular
era verificada apds adicdo de acetilcolina (10° M) & cuba durante a fase ténica
da primeira resposta induzida com fenilefrina (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Os anéis sem endotélio eram obtidos por retirada mecénica do mesmo,
através do atrito sutil de uma haste metélica envolta com algodao e embebida
com solucéo de Krebs na parede interna do vaso. Este tratamento ndo reduzia
a reatividade do musculo liso. O endotélio vascular era considerado integro
guando os anéis adrticos apresentavam relaxamento induzido com acetilcolina
igual ou superior a 50 % (em relacdo a contracdo inicial) e a retirada do
endotélio era confirmada quando nao havia relaxamento, ou se o0 mesmo fosse
inferior a 10 % (AJAY; GILANI; MUSTAFA,; 2003).

Apoés a obtencdo de uma segunda contracdo induzida com fenilefrina e
durante a fase tonica dessa segunda resposta, DPTN-Sint. 1 era adicionado de
maneira cumulativa a cuba. O relaxamento era expresso como a percentagem
reversa da contracao inicial induzida por fenilefrina e os valores de CEso € Emax
na auséncia (controle) e na presenca do endotélio eram obtidos por regressao
nao linear e comparados com os dados obtidos com diplotropina em estudos
anteriores (LIMA, 2004).
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3.2.6 Calculo do logP

O valor do logP, o qual € um parametro satisfatério para prever o grau
de lipossolubilidade de um molécula, foi calculado para a molécula do
flavondide diplotropina, utilizando-se o programa “Advanced Chemistry
Development (ACD/Labs) Software Solaris” V4.67 (© 1994-2005 ACD/Labs).

3.2.7 Andalise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao
da média (X + e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t”
de Student (n&o pareado) ou ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni
e os valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Os valores de CEsp (concentragdo molar da substancia que produz 50 %
do seu efeito maximo) (JENKINSON et al., 1995) foram calculados por
regressao nao-linear para todos os experimentos realizados.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
Graph-Pad Prism® versdo 4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

Foram utilizados os programas SpectraMax® (SPEX ARCM System Inc.,
Edison, NJ, USA) para aquisicdo dos dados em espectrofluorimetria de Ca** e
BioMed® (BioData, Jodo Pessoa, PB, Brasil) para aquisicdo de dados de

tensdo isométrica em 6rgaos isolados.
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Resultados

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo Funcional do Mecanismo de Acdo Espasmolitica de

Diplotropina em ileo Isolado de Cobaia

4.1.1 Avaliacdo da participacdo dos canais para K' no relaxamento

produzido por diplotropina em ileo isolado de cobaia

4.1.1.1 Efeito de diplotropina sobre a fase tbénica das contracdes
induzidas por acetilcolina na auséncia e na presenca da 4-aminopiridina
em ileo isolado de cobaia

Diplotropina relaxou o ileo pré-contraido com 10 M de acetilcolina tanto
na auséncia quanto na presenca de 3x10*M de 4-AP
(CEsp = 6,5 + 3,4 x 10° M), ndo havendo diferenca estatistica significante entre
os valores de CEsp, quando comparado ao valor obtido para diplotropina na
auséncia do bloqueador (CEsy=2,05+0,6x10°M) (Grafico 1). O Emax
atingido por diplotropina € de 85 + 8,0 %, com tempo médio de relaxamento
igual a 180 + 10 minutos. Tal efeito é reversivel apés 30 minutos da retirada de

diplotropina da cuba.
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Gréfico 1. Efeito de diplotropina sobre a fase ténica das contragdes induzidas
por 10° M de acetilcolina, na auséncia (B, n = 7) e na presenca (A, n = 3) de
3x10*M de 4-AP, em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e as barras
verticais representam a média = e.p.m., respectivamente.
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4.1.1.2 Efeito de diplotropina sobre a fase tbnica das contragcdes
induzidas por acetilcolina na auséncia e na presenca da iberiotoxina

(IbTx) em ileo isolado de cobaia

Diplotropina relaxou o ileo de cobaia pré-contraido com 10°M de
acetilcolina na presenca de 93 nM de IbTx (CEso = 2,1 + 0,04 x 10 M) (Grafico
3), porém com uma poténcia cerca de 9 vezes menor quando comparada ao
relaxamento induzido por diplotropina na auséncia do bloqueador
(CEsp=2,4+0,6x10°M) (Graficos 2 e 3). Diplotropina, mesmo na
concentragdo 10> M, ndo atinge o Emnax quando na presencga do bloqueador
seletivo dos BKc,, IbTX, em relacdo ao observado quando na auséncia desse
bloqueador (controle). O tempo médio de relaxamento induzido por diplotropina
na presenca de IbTx é de 220 + 10 minutos. O efeito observado é reversivel

apos 45 minutos da retirada de diplotropina da cuba.
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Gréfico 2. Efeito de diplotropina sobre as contragdes tdnicas induzidas por
10° M de acetilcolina, na auséncia (M, n = 7) e na presenca (O, n = 3) de
93 nM de IbTx, em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia + e.p.m., repectivamente. ANOVA “one-way”, seguido do
teste de Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (ACh x ACh + IbTx).
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Grafico 3. Valores da CE5p de diplotropina sobre a fase tbnica das contracdes
induzidas por acetilcolina, na auséncia (n = 7) e na presenga de 93 nM de IbTx
(n=3). As colunas e as barras verticais representam a média +e.p.m.,
respectivamente. **p < 0,001 (ACh x IbTx + ACh; teste “t” de Student).
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4.2 Caracterizacdo do mecanismo de acgao de diplotropina em nivel celular

4.2.1 Investigacdo do efeito de diplotropina sobre a [Ca*']; em midcitos de

fleo de cobaia (determinacao fluorimétrica da [Ca®'];)

O flavondide diplotropina, na concentracdo de 3 x 10™* M, reduziu
significantemente (aproximadamente 25 %) a razdo de fluorescéncia basal
(F340/F380 nm) do fluoréforo de Ca®* (fura 2), dessa forma, indicando que
diplotropina promove reducdo da [Ca®'], em midcitos isolados de ileo de
cobaia, mesmo quando nos seus niveis basais (Figura 12 e Grafico 4). Tal
reducdo da razdo de fluorescéncia requer um tempo médio de 20 segundos

para que se atinja o efeito maximo.
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Figura 12. Registro original do curso temporal do efeito de diplotropina
(3x10™% M) sobre a fluorescéncia basal dependente de Ca®* em midcitos
isolados de ileo de cobaia (n = 2).

3.0

N
T

N
<

Razao de fluorescencia
(F340/F380 nm)
s %

o
q

o
<

Grafico 4. Efeito de diplotropina sobre a fluorescéncia basal dependente de
Ca?* em midcitos isolados de ileo de cobaia. Colunas e as barras verticais
representam a média + e.p.m., respectivamente (n = 2). 'p < 0,05 (teste “t” de
Student nao-pareado: basal x diplotropina [3 x 10 M]).
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Também foi possivel observar que diplotropina, nas concentragdes
10* e 3x 10* M, foi capaz de reduzir a razdo de fluorescéncia do fura 2
(F340/F380 nm) em midcitos de ileo de cobaia, estimulados com 10° M de
acetilcolina (Figura 13).

A adigdo de 10* M de diplotropina reduziu significantemente a razdo de
fluorescéncia para niveis muito abaixo do basal, porém quando essa
concentracao foi elevada para 3 x 10* M a razéo de fluorescéncia foi reduzida
a niveis ainda menores, levando um tempo médio de 2,5 minutos para alcancgar

este efeito (Figura 13).

3.50+ diplotropina (10* M)
. 3.25-
©
<% —~
S = 3.00+
Feb) c
- O
O © T diplotropina (3 x 10 M)
=) ﬁz 2.75+ v
L = acetilcolina
o 9 (10 M)
F
©Tm
ol 250-
wm
N
T
2.25+
2.00-

T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
tempo (s)

Figura 13. Registro original representativo do curso temporal do efeito de
diplotropina (10™ e 3 x 10 M) sobre a fluorescéncia maxima dependente de
Ca?* em midcitos isolados de ileo de cobaia, apds a adigdo de acetilcolina
(10° M, n = 3).
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4.54

*%
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Grafico 5. Efeito de diplotropina sobre a fluorescéncia maxima dependente de
Ca®" em midcitos isolados de ileo de cobaia, apds a adicdo de 10°M de
acetilcolina. Colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente (n = 3). 'p < 0,05 (teste “t” de Student ndo-pareado: basal x
ACh e ACh x diplotropina [10* M]) e “p < 0,001 (teste “t’ de Student n&o-
pareado: ACh x diplotropina [3 x 10™* M]).

Baseado nos resultados apresentados acima, foi possivel observar que
diplotropina tanto na concentragdo 10*M, separadamente, como nas
concentracdes 10 e 3 x 10* M reduziu o aumento da fluorescéncia induzida
por 10° M de acetilcolina (Grafico 4) a niveis inferiores ao basal (antes da
aplicacéo da acetilcolina) em midcitos isolados de ileo de cobaia (Figuras 12 e
13, Gréfico 4).
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4.3 Avaliacdo do Mecanismo de Ac¢éo Tocolitica de Diplotropina

4.3.1 Caracterizacdo do bloqueio da contracdo induzida por ocitocina em

Utero isolado de rata

Diplotropina, nas concentragdes de 10* e 3 x 10 M, ndo antagonizou as
contracdes induzidas cumulativamente a ocitocina, o que foi evidenciado pela
auséncia de desvio significante para a direita das curvas cumulativas a

ocitocina, como se pode observar claramente no grafico 6.
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Gréfico 6. Efeito de diplotropina frente as curvas concentragao-resposta
cumulativas a ocitocina em utero isolado de rata (n = 4). Os simbolos e as
barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente. Controle (<);
diplotropina: 10 M (A), 3 x 10 M (V).
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4.3.2 Efeito de diplotropina sobre as contragdes tonicas induzidas por

ocitocina em Utero isolado de rata

Quando adicionado de maneira cumulativa (10® e 10° M), o flavonoide
diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentragdo, o utero pre-
contraido com ocitocina (Figura14 e Grafico 7), apresentando uma
CEsp de 1,7 £ 0,5 x 10° M. Sendo que o valor de Emax = 80 + 7,5 % foi atingido
apenas apds a concentracdo de 10° M de diplotropina. O tempo médio de
relaxamento foi de 195 + 5 minutos, sendo reversivel apés 30 minutos da

remocao de diplotropina do banho.

[diplotropina] (10 — 103 M)
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Figura 14. Registro original representativo do efeito tocolitico de diplotropina
sobre a fase ténica da contracéo induzida por 102 Ul/mL de ocitocina em Utero
isolado de rata. Os numeros representam os pontos, durante o curso temporal
do efeito tocolitico, onde o flavondide diplotropina foi adicionado nas seguintes
concentragdes (M): (@) 10%, (®)3x 108 (®)107, (®)3x107, (©)10°,
(®)3x10° (@) 10°, (®)3x 10>, (®) 10", (®)3x 10* e (@) 10>
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Gréafico 7. Efeito de diplotropina sobre as contragbes tdnicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina em Utero isolado de rata (n = 5). Os simbolos e as
barras verticais representam a média £ e.p.m., respectivamente.
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4.3.3 Avaliacdo da participacdo dos canais para célcio operados por
voltagem (Cay)

4.3.3.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por
60 mM de KCI em utero isolado de rata

A adigdo cumulativa do flavondide diplotropina (107 -3 x 10 M)
promoveu relaxamento do utero pré-contraido com 60 mM de KCIl de maneira
dependente de concentragdo, o que pode ser evidenciado pelo valor de R?
(0,98 + 0,001), apresentando valor de CE5p = 2,1 £ 0,3 x 10°M. O tempo médio
para que diplotropina promovesse relaxamento maximo (Emax = 85 + 2,5 %) foi
de aproximadamente 220 + 5 minutos (Grafico 8).

Este efeito foi reversivel apdés 30 minutos da retirada de diplotropina da
cuba.
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Gréafico 8. Efeito de diplotropina sobre as contragdes ténicas induzidas por KCI

(60 mM) em utero isolado de rata (n = 5). Os simbolos e as barras verticais
representam a média £ e.p.m., respectivamente.
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4.3.3.2 Efeito de diplotropina sobre a contracéo induzida por Ca** em meio
despolarizante nominalmente sem calcio

Diplotropina, nas concentracdes 3 x 10, 10 e 3 x 10™ n&o antagonizou
as contracdes induzidas cumulativamente ao CaCl, em meio despolarizado
com 60 mM de KCI e nominalmente sem Ca®* em Utero isolado de rata. O que
foi evidenciado pela auséncia de desvio significante da curva controle
(CEsp= 51+14x 10 M) para a direita, como pode ser observado pelos
valores de CEsp apds 3 x 10°M (0,9 + 0,2 x 10° M), 10* M (1,1 £ 0,2 x 10° M)
e 3x10*M (1,6 + 0,4 x 10° M) e ainda por ndo ter havido reducdo do Emax
(Gréafico 9).
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Grafico 9. Efeito de diplotropina frente as curvas cumulativas ao CaCl, em
meio despolarizante nominalmente sem Ca®*, em Utero isolado de rata. Os
simbolos e as barras verticais representam a média + e.p.m. de 3

experimentos. ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni (Controle [@]

x diplotropina [M]: 3 x 10* [A]). *p < 0,05 (Teste “t” de Student, controle x
presenca de diplotropina).
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4.3.4 Avaliacdo do envolvimento dos canais para potassio no mecanismo

de acdo tocolitica de diplotropina

4.3.4.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl) em utero

isolado de rata

Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentragao
(Figura 15 B e Grafico 10), o Utero pré-contraido com 10 Ul/mL de ocitocina,
tanto na auséncia (CEsp=1,7 £ 0,5 x 10° M) como na presenga de 5 mM de
CsCl (CEsp= 3,8 + 0,7 x 10™°> M). A poténcia relaxante do flavonéide diplotropina
na presenca de CsCl, bloqueador inespecifico dos canais para K*, diminuiu
cerca de duas vezes (Grafico 11). A figura 15 A, mostra a curva controle na
auséncia de diplotropina, demonstrando que a contracdo niao se dissipa com o
tempo, permanecendo sustentada durante todo o periodo do experimento. O
tempo médio de relaxamento foi de 195 + 5 minutos, sendo reversivel apds 30

minutos da remocao de diplotropina do banho.
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Figura 15. (A) Registro original representativo da contragdao induzida por
102 Ul/mL de ocitocina na presenca de 5 mM de CsCl (controle). (B) Efeito
relaxante de diplotropina sobre a fase tbnica da contragdo induzida por
10 Ul/mL de ocitocina na presenca de 5 mM de CsCl em Utero isolado de rata.
Os numeros representam os pontos, durante o curso temporal do efeito
tocolitico, onde o flavondide diplotropina foi adicionado nas seguintes
concentracdes (M): (@) 108 (®)3x10% (©)107, (®)3x107, (©)10°,
(®)3x10° (@) 10°, (®)3x 10>, (®)10*, (®)3x 10* e () 10>
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Grafico 10. Efeito de diplotropina sobre as contragdes ténicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (7, n = 5) e na presenca de 5 mM de CsCl
(m, n = 6) em utero isolado de rata. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia + e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”, seguido
do teste de Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (Ocitocina x Ocitocina + CsCl).
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Gréfico 11. Valores da CEsg de diplotropina sobre a fase tonica das contragdes
induzidas por ocitocina, na auséncia (n = 5) e na presenca de 5 mM de CsCl
(n=6). As colunas e as barras verticais representam a média +e.p.m.,
respectivamente. *p < 0,05 (ocitocina x CsClI + ocitocina; teste “t” de Student).
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4.3.4.2 Efeito de diplotropina sobre as contragdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de tetraetiiamonio (TEAY) ou

4-aminopiridina (4-AP) em utero isolado de rata

Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentragao
(Figura 16 B e Grafico 12), o Gtero pré-contraido com 102 Ul/mL de ocitocina
tanto na auséncia (CEsp=1,7+£0,5x 10° M) como na presenga de 1 mM de
TEA* (CEso= 5,9 + 1,5 x 10° M), sem atingir 100 % de relaxamento. A poténcia
relaxante do flavondide diplotropina na presenca do bloqueador dos BKc,
diminuiu cerca de 3,5 vezes (Grafico 13). A figura 16 A, mostra a curva controle
na auséncia de diplotropina, demonstrando que a contragdo nao se dissipa
com o tempo, durante todo o decorrer do experimento. O tempo médio de
relaxamento foi de 175 + 5 minutos, sendo reversivel apds 30 minutos da

remocao de diplotropina do banho.
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Figura 16. (A) Registro original representativo da contracdo induzida por
102 Ul/mL de ocitocina na presenca de 1 mM de TEA* (controle). (B) Efeito
relaxante de diplotropina sobre a fase tbnica da contracdo induzida por
10 Ul/mL de ocitocina na presenga de 1 mM de TEA* em Utero isolado de
rata. Os numeros representam os pontos, durante o curso temporal do efeito
tocolitico, onde o flavondide diplotropina foi adicionado nas seguintes
concentragdes (M): (@) 10°, (®)3x 108 (©)107, (®)3x107, (®)10°
(@) 3x10°, (@) 10°, (®)3x10°, (®) 10, (®)3 x 10* e (@) 10°.
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Grafico 12. Efeito de diplotropina sobre as contragdes ténicas induzidas por
102 Ul/mL de ocitocina na auséncia (T, n = 5) e na presenca de 1 mM de TEA*
(A, n = 5) em utero isolado de rata. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia + e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”, seguido

do teste de Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (Ocitocina x Ocitocina + TEA").

7.5%x105+ *
6.0%x10 %+
S 4.5%10 5
 —
) 3.0x10 %
1.5%x10-%
0 X
N o
\O\SOQ\ x*\@
NS \\
O\(OQ
&

Gréfico 13. Valores da CEsp de diplotropina sobre a fase tonica das contragdes
induzidas por ocitocina, na auséncia (n = 5) e na presenga de 1 mM de TEA"
(n=15). As colunas e as barras verticais representam a média £ e.p.m.,
respectivamente. *p < 0,05 (ocitocina x TEA™ + ocitocina; teste “t” de Student).
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De forma semelhante, diplotropina também relaxou, de maneira
dependente de concentragédo e equipotente (Figura 17 e Grafico 14), o utero
pré-contraido com 102UlI/mL de ocitocina tanto na auséncia
(CEsq=1,7+05x10°M) como na presenca de 0,3mM de 4-AP
(CE50=2,3+£0,4 x 10° M). Porém, neste caso, o bloqueador dos K, nao foi
capaz de deslocar para a direita a curva de relaxamento induzida pelo
flavondide diplotropina. O tempo médio de relaxamento foi de 200 + 10

minutos, sendo reversivel apés 30 minutos da remocgao de diplotropina do

banho.
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Figura 17. (A) Registro original representativo da contracdo induzida por
102 Ul/mL de ocitocina na presenca de 0,3 mM de 4-AP (controle). (B) Efeito
relaxante de diplotropina sobre a fase tbnica da contracdo induzida por
10 Ul/mL de ocitocina na presenca de 0,3 mM de 4-AP em utero isolado de
rata. Os numeros representam os pontos, durante o curso temporal do efeito
tocolitico, onde o flavonodide diplotropina foi adicionado nas seguintes
concentragdes (M): (@) 10°, (®)3x10% (©)107, (®)3x107, (®)10°,
(@) 3x10°, (@) 10°, (®)3x107°, (®) 10, (®) 3 x 10* e (M) 10°.
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Gréafico 14. Efeito de diplotropina sobre as contragbes tbnicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina na auséncia (0, n = 5) e na presenca de 0,3 mM de
4-AP (¥, n = 4) em utero isolado de rata. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia + e.p.m., respectivamente.
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4.3.4.3 Efeito de diplotropina sobre as contragdes tonicas induzidas por
ocitocina, na auséncia e na presenca de iberiotoxina (IbTx) em utero

isolado de rata

Diplotropina, quando aplicada cumulativamente (10 — 10 M) relaxou,
(Figura 18 e Grafico 15), o Utero pré-contraido com 102 Ul/mL de ocitocina
tanto na auséncia, Emax = 80 + 4,0 %, (CEsp=1,9 + 0,6 x 10° M) quanto na
presenca de 93 nM de IbTx (CEso=9,0 + 3,1 x 10° M), ndo atingindo o efeito
maximo (Emax = 50 = 12,0 %). O bloqueador seletivo dos BKc¢, foi capaz de
deslocar para a direita a curva de relaxamento induzido por diplotropina,
aumentando o valor de CEsy em, aproximadamente, 5 vezes (Grafico 16). O
tempo médio de relaxamento foi de 200 + 10 minutos, sendo reversivel apos 30

minutos da remocao de diplotropina do banho.
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Figura 18. (A) Registro original representativo da contragdo induzida por
102 Ul/mL de ocitocina na presenca de 93 nM de IbTx (controle). (B) Efeito
relaxante de diplotropina sobre a fase tbnica da contracdo induzida por
10 Ul/mL de ocitocina na presenca de 93 nM de IbTx em utero isolado de
rata. Os numeros representam os pontos, durante o curso temporal do efeito
tocolitico, onde o flavondide diplotropina foi adicionado nas seguintes
concentragdes (M): (@) 10°, (®)3x 108 (©)107, (®)3x107, (®)10°
(@) 3x10°, (@) 10°, (®)3x107°, (®) 10, (®)3 x 10* e (@) 10°.
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Gréfico 15. Efeito de diplotropina sobre as contragdes tbnicas induzidas por
102 UI/mL de ocitocina na auséncia (0, n = 5) e na presenca de 93 nM de IbTx
(e, n = 3) em utero isolado de rata. Os simbolos e as barras verticais
representam a média + e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”, seguido
do teste de Bonferroni, *p < 0,05 e **p < 0,001 (Ocitocina x Ocitocina + IbTx).
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Grafico 16. Valores da CEs de diplotropina sobre a fase tbnica das contracdes
induzidas por ocitocina, na auséncia (n = 5) e na presenga de 93 nM de IbTx
(n=3). As colunas e as barras verticais representam a média +e.p.m.,
respectivamente. *p < 0,05 (ocitocina x IbTx + ocitocina; teste “t” de Student).
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4.3.5 Avaliagcdo do envolvimento da via de sinalizagcdo dos nucleotidios
ciclicos (AMPc/GMP¢) no mecanismo de acgao tocolitica de diplotropina

4.3.5.1 Efeito de diplotropina sobre as contracdes tonicas induzidas por

KCI, na auséncia e na presenca de aminofilina em Utero isolado de rata

Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentracdo (10® —
102 M), o Utero pré-contraido com 60 mM de KCI (Figura 19 B), tanto na
auséncia (CEsp = 2,1 + 0,3 x 10 M) como na presenca de 10 M de aminofilina
(CEsp = 1,3 £ 0,6 x 10° M), ndo havendo diferenca significante entre os valores
de CEsp (Grafico 17). O tempo médio de relaxamento foi de 300 + 10 minutos,

sendo reversivel apos 45 minutos da remocao de diplotropina do banho.

A
AMF
}
29|
t
KClI 30 min.
[diplotropina] {107 — 10 M)}
B
006006 o 4

Figura 19. (A) Registro original representativo da contragdo induzida por
60 mM de KCI na presenca de 10* M de aminofilina (AMF) (controle). (B) Efeito
relaxante de diplotropina sobre a fase ténica da contragcao induzida por KCI na
presenca de 10*M de AMF em Utero isolado de rata. Os nimeros representam
os pontos, durante o curso temporal do efeito tocolitico, onde o flavondide
diplotropina foi adicionado nas seguintes concentracdes (M): (®)10%,
(®)3x107%, (®) 107, (®)3x 107, (©)10°, (®)3 x 10°, (@) 10°, (®)3 x 10,
(@) 10, (®) 3 x 10* e () 10,
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Gréfico 17. Efeito de diplotropina sobre as contragdes tbnicas induzidas por
60 mM de KCI, na auséncia (O) e na presenca (®) de 10*M de AMF, em Utero
isolado de rata. Os simbolos e as barras verticais
média £ e.p.m., respectivamente de 3 experimentos.

representam a
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4.4 Estudo da Relagdo Entre a Modificacdo Estrutural e o Efeito
Espasmolitico de DPTN-Sint. 1

Apos testar o efeito de diplotropina em modelos de musculos lisos
isolados (aorta de rato, ileo e traquéia de cobaia e uUtero de rata) e de posse de
resultados significantes em ileo de cobaia e utero de rata, propds-se aos
nossos colaboradores do Setor de Quimica um estudo de relagcdo entre
modificagdo estrutural na molécula de diplotropina e atividade farmacoldgica do
derivado sintético. Diante disso, foi obtido o derivado sintético, DPTN-Sint. 1,
(Figura 4), a partir de modificagdes estruturais no composto natural,
diplotropina, utilizando-se técnicas de sintese organica e de transformacgdes
quimicas organicas com o objetivo de aumentar a poténcia da atividade
farmacolégica mais evidente no flavondide diplotropina, que é a de induzir

relaxamento em ileo isolado de cobaia.

4.4.1 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente as contracdes fasicas induzidas por

10° M de acetilcolina ou de histamina em ileo isolado de cobaia

Inicialmente, devido aos resultados anteriormente observados com
diplotropina em ileo isolado de cobaia, testamos o possivel efeito espasmolitico
do derivado sintético, a quinona codificada como DPTN-Sint. 1. Neste modelo
de musculo liso foi possivel observar que, ao contrario do que anteriormente
havia sido obtido com o flavondide diplotropina, a incubagdo de DPTN-Sint. 1
até a concentragdo 3 x 10™* M ndo promoveu inibigdo das contragdes fasicas

induzidas por 10° M de acetilcolina ou histamina (Quadro 1).

4.4.2 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tdnus espontaneo, bem como sobre
as contracdes tonicas induzidas por 10°M de carbacol em traquéia

isolada de cobaia

DPTN-Sint. 1, até a concentracdo de 3 x 10 M, n&o apresentou efeito
relaxante significante sobre o tbnus espontaneo da traquéia de cobaia porém,
relaxou, de maneira dependente de concentragdo (10® - 3 x 10™* M), a traquéia

de cobaia pré-contraida com 10°M de carbacol, tanto na presenca

78



Resultados

(CEsp=4,2+0,8x10°M) como na auséncia (CEsp=2,7+0,5x 10° M) de
epitélio funcional (Grafico 18), com tempo médio de relaxamento de 150 £ 5
minutos. Este efeito foi reversivel apds 30 minutos da retirada de DPTN-Sint. 1
da cuba.

Tomando como referéncia os valores de CEsy apresentados por
DPTN-Sint. 1, tanto na presenca como na auséncia de epitélio funcional,
verificou-se que n&o houve diferenga significante entre estes porém, o valor de
Emax foi significantemente reduzido (Emax = 78 = 6,0 %) quando os anéis de

traquéia apresentavam epitélio integro.

A [DPTN-Sint. 1] (10 - 3 x 10°* M)
0O 60000

0,9q

8,5 min.

T CCh (10 M)

B [DPTN-Sint. 1] (10" =3 x 10* M)
0060 6 9 g g

129

8,2 min.

TCcch{10®m)

Figura 20. Registro original representativo do efeito relaxante de DPTN-Sint. 1
sobre a fase tonica da contragdo induzida por 10° M de carbacol em traquéia
isolada de cobaia, na presenga (A) e na auséncia (B) de epitélio funcional. Os
numeros representam os pontos, durante o curso temporal do efeito relaxante,
onde o derivado quinona foi adicionado nas seguintes concentragcdes (M):
(@) 10®, (®)3x10%, (©)107, (®)3x107, (©)10° (®)3x10° (@)10°
(®)3x107°, (©)10* e (®) 3 x 10™.
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Gréfico 18. Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre a fase tbnica das contracdes
induzidas por 10° M de carbacol em traquéia isolada de cobaia (n = 4), tanto
na presencga (®) como na auséncia (1) de epitélio funcional. Simbolos e barras
verticais representam a média £ e.p.m. ANOVA “one-way”, seguido do teste de
Bonferroni, *p < 0,05 (presenca x auséncia de epitélio funcional).
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4.4.3 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por
3 x 107 M de fenilefrina em aorta isolada de rato

Corroborando com o que anteriormente havia sido observado com a
molécula protétipo de DPTN-Sint. 1, o flavondide diplotropina, a adicdo do
derivado quinona (3 x 10° — 3 x 10 M) sobre os anéis de aorta isolada de rato
pré-contraidos com FEN (3 x 107 M), tanto na auséncia quanto na presenca de

endotélio, ndo promoveu relaxamento (Figura 21 A e B).

A [DPTN-Sint. 1] M:

-5
- "o:x 10 '1“4 3x 104

0.3g

5 min.

TFEN TFEN

B [DPTN-Sint. 1] M:
ACh 10° M 3x10° 0% 3 x10*
- lL L L ] L ]
03q
i B min.
|
1-
- W
1 FEN T FEN

Figura 21. Registro original representativo do efeito de DPTN-Sint. 1 sobre a
fase ténica da contracdo induzida por 3 x 10”7 M de fenilefrina em aorta isolada
de rato, na presencga (A) e na auséncia (B) de endotélio.
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4.4.4 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente as contragfes fasicas induzidas por

102 UI/mL de ocitocina ou por 10°M de carbacol em Gtero isolado de rata

Ao contrario do que anteriormente havia sido observado com o
flavondide diplotropina, a incubacdo de DPTN-Sint. 1 (10® — 3 x 10 M) ndo

inibiu as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina ou 10° M de

carbacol em utero isolado de rata (Quadro 1).

Quadro 1. Comparagao do efeito espasmolitico de diplotropina e seu analogo

sintético, DPTN-Sint. 1, em musculos lisos isolados.

Efeito Espasmolitico

Orgéos Isolados (diplotropina)

Efeito Espasmolitico
(DPTN-Sint. 1)

fleo de cobaia +

Utero de rata +

Aorta de rato -—

Traquéia de cobaia -—

Nota: + (apresentou efeito), -— (ndo apresentou efeito)

82







Discusséao

5 DISCUSSAO

Em estudos anteriormente realizados pela nossa equipe no Laboratorio
de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas, do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, ficou
evidenciado que o mecanismo de agao pelo qual o flavondide do tipo
furanoflavana, diplotropina, exerce seu efeito relaxante em ileo isolado de
cobaia envolve o bloqueio do influxo de Ca®* neste érgéo (LIMA et al., 2005).

Paralelamente aos estudos sobre o0 mecanismo de agao espasmolitica
de diplotropina em ileo isolado de cobaia, também eram realizados testes
sobre a atividade deste flavondide em outros modelos de musculos lisos, tais
como: utero isolado de rata, traquéia isolada de cobaia e aorta isolada de rato.
Apos tais testes, ficou demonstrado que, além do efeito espasmolitico em ileo
de cobaia, diplotropina apresenta efeito tocolitico porém néo € capaz de relaxar
a traquéia de cobaia nem a aorta de rato, fato que pode estar diretamente
relacionado com o mecanismo de agao espasmolitica proposto para
diplotropina em ileo de cobaia e utero de rata, pois ha diferengas, de acordo
com o tipo de tecido estudado, na distribuigdo dos canais ibnicos e ainda na
maior ou menor dependéncia do funcionamento de tais canais para o
funcionamento de cada um deles.

Em continuidade aos estudos sobre o mecanismo de agao espasmolitica
da diplotropina em ileo de cobaia, ficou evidente a participacdo dos canais para
K" contribuindo para tal mecanismo, visto que a presenca de bloqueadores
destes canais, como o cloreto de césio (CsCl), um bloqueador nao seletivo dos
canais para K, interferiu no efeito relaxante induzido por diplotropina, também
foi possivel observar que a caribdotoxina (ChTx), um bloqueador ndo seletivo
dos IKca, BKca € Ky, semelhantemente ao CsCl, interfere no efeito relaxante
observado com esse flavondide (LIMA, 2004).

Diante do exposto acima, decidiu-se também aprofundar os estudos
sobre 0 mecanismo de acio relaxante de diplotropina em utero isolado de rata.
Além disso, como nossos colaboradores do Setor de Quimica Organica
propuseram a realizacdo de modificacbes na estrutura quimica do protoétipo
natural, o flavondide diplotropina, e obtengdo de derivados sintéticos para que

estes fossem testados e seus possiveis efeitos em musculos lisos fossem
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comparados aos anteriormente observados com o protétipo natural, decidiu-se
associar a investigagdo do mecanismo de agao, um estudo comparativo entre o
primeiro derivado sintético obtido e o composto natural.

Neste trabalho estdo reunidas evidéncias farmacoldgicas que dao
suporte a hipotese de que o flavonoide diplotropina (3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6, 7
27, 3"-furanoflavana), isolado da fase hexanica do extrato etandlico bruto obtido
das cascas do caule da espécie Diplotropis ferruginea Benth. (Fluxograma 1),
exerce seu efeito relaxante em ileo de cobaia e utero de rata a partir de uma
interacdo e consequente ativagdo dos BKc, que, neste sentido, sao
considerados os possiveis alvos finais para tal efeito relaxante, até por que
fisiologicamente tais canais para K* sdo determinantes, mas ndo os Unicos
alvos, para proporcionar o relaxamento de tais 6rgaos.

Seguindo os estudos para elucidagdo do mecanismo de agao relaxante
de diplotropina em ileo de cobaia e utero de rata, bem como para incluir ou
descartar hipoteses que surgiram com o avango de tal investigacéo, tais como
a influéncia de nucleotidios ciclicos para abertura dos canais para K', a
possivel entrada de diplotropina na célula, devido seu carater lipofilico, o que
ficou bastante evidente apds calculo do logP (3,053 £ 0,437) (Anexo 2), a
interagdo com enzimas que promovem O aumento de tais nucleotidios, a
ativacdo de canais para Ca®* na membrana do RS, seu aumento no citosol e a
facilitacdo da ativacdo dos BKc,, varios experimentos foram realizados e,
consequentemente, diversos resultados foram obtidos e permitiram, apds sua
analise, a proposta de uma possivel via que explique o efeito relaxante
observado com diplotropina nestes érgaos.

Constam na literatura cientifica, diversos relatos sobre o efeito relaxante
de flavondides em musculos lisos, devido principalmente a propriedades como
a capacidade de modular a atividade de enzimas e afetar o comportamento de
muitos sistemas celulares, sugerindo que estes compostos tém significantes
atividades anti-hipertensiva (CONSENTINO; VOLPE, 2002; VILLAR et al.,
2002), espasmolitica (MIDDLETON, 1984; ABDALLA; ABU-ZARGA, 1987;
CAPASSO et al., 1988, 1991a, 1991b; DI CARLO et al., 1999; LIMA, 2004;
LIMA et al., 2005) e tocolitica (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997,
2000).
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Apos a observagdo de que diplotropina parecia estar ativando
diretamente canais para K* e, indiretamente, contribuindo para a inibicdo do
influxo de Ca** na célula muscular, ao invés de se ligar diretamente aos canais
para Ca?' sensiveis a voltagem (Cay), bloquendo-os (LIMA et al., 2005),
decidiu-se continuar investigando tal mecanismo utilizando como agente
contracturante a ACh.

Neste trabalho, demonstrou-se que a presenca de IbTx promove uma
reducdo consideravel da poténcia relaxante de diplotropina em ileo isolado de
cobaia (Graficos 2 e 3) e, além disso, o efeito relaxante maximo anteriormente
observado nao é obtido (Grafico 2), evidenciando que a ativagao desses canais
€ um passo essencial no mecanismo de acado relaxante induzido por
diplotropina em ileo de cobaia. Ja os resultados obtidos apds a aplicagao de
4-AP, corroboram a idéia de que estes nao estao envolvidos no efeito relaxante
promovido pelo flavondide, visto que nado ha diferenga significante entre os
valores de CEsp antes e apds a incubagéo da 4-AP (Grafico 1).

Corroborando com os resultados relatados acima, a aplicacdo de 10 M
de diplotropina sobre o ténus basal do ileo de cobaia ndo promove nenhuma
alteracao desse tonus, o que permite concluir, pelo menos em nivel funcional,
que ndo ha bloqueio direto do influxo de Ca®* através dos Cay, e que este
provavelmente esta se dando devido a uma modulagao positiva dos BK¢, pela
diplotropina.

E bastante relatado na literatura cientifica que, além da inibicdo do
influxo de Ca®*, produtos naturais e sintéticos analogos do AMP¢ sdo capazes
de reduzir a [Ca®'] livre (ABE; KARAKI, 1989; 1992), podendo acontecer:
(1) por fosforilacdo, via PKA, dos IPsR no RS e reducdo da liberagdo de Ca?*
dos estoques intracelulares sensiveis ao InsP; (KOMALAVILAS; LINCOLN,
1996); (2) por recaptacéo de Ca** por transportadores no RS (HWANG; VAN
BREEMEN, 1987), devido ao aumento no funcionamento do trocador Na*/Ca®*
(WOO; MORAD, 2001) ou da Ca?*-ATPase do RS (SERCA) (YAEKURA;
YADA, 1998) e, consequentemente, redugdo da capacidade contratil do
musculo liso (VAN RIPER et al., 1995).

Diante de tais fatores, o resultado dessa redugao no conteudo de [Ca
livre € o relaxamento do musculo liso (THORNELOE; NELSON, 2005), pois o

espasmo pode ser inibido quando se impede alguma etapa da via de

2+]i
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sinalizagdo bioquimica ativada durante o processo contrati (CASTEELS;
SUZUKI, 1980; NEILD; KOTE-CHA, 1987; NELSON et al., 1988) e, de acordo
com Somlyo e colaboradores (2004), se o mecanismo contratil se da pelo
aumento da [Ca®'];, o relaxamento do musculo liso se da pelo retorno dos
niveis de Ca®" livre no citosol aos niveis basais.

Caso diplotropina realmente estivesse bloqueando a entrada de Ca** no
musculo liso, advindo do meio extracelular, seria esperado que, apds sua
adicdo no meio, houvesse diminuicdo da [Ca®*']i e, conseqiientemente, o
favorecimento do relaxamento.

Visando testar tal hipétese, avaliou-se o efeito de diplotropina sobre a
razao de fluorescéncia do fura 2, que € dependente de sua ligagdo aos ions
Ca?* em midcitos de ileo de cobaia, tanto na auséncia como na presenca de
um estimulo que aumentasse os niveis basais de Ca**, neste Ultimo caso, foi
utilizada a ACh, na concentragao 10 M.

De acordo com o que se pode observar nas figuras 12 e 13, diplotropina
promoveu redugdo significativa da razdo de fluorescéncia nas duas situagdes.
Este dado em conjunto com outro fato importante, o de que o curso temporal
do efeito de diplotropina requer poucos segundos para atingir seu Enax em
reduzir a fluorescéncia dependente de Ca** (Grafico 4 e Figura 12) e ainda ao
fato de que diplotropina ndo promove nenhuma alteracdo, em nivel funcional,
no ténus basal do ileo de cobaia, € um forte indicativo de que tal efeito ndo esta
associado a produgcdo de mensageiros secundarios, o que leva a sugerir que,
provavelmente, diplotropina esteja ativando diretamente os BKca e,
conseqiientemente, de maneira indireta, impedindo o influxo de Ca?* nos
miocitos isolados de ileo de cobaia devido ao fechamento dos Cay em
consequéncia da repolarizagao/hiperpolarizacdo de membrana induzida pela
abertura dos BKca.

A regulagdo das contragcbes uterinas é um parametro de grande
importancia para a saude da mulher. As colicas uterinas e abortos prematuros
sao problemas que acometem mulheres em todo o mundo. Por exemplo, as
contragdes uterinas fortes e regulares sao essenciais para a iniciacdo do
trabalho de parto bem como, manutencdo e eventual expulsdo do feto e da

placenta durante o nascimento.
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A hiperatividade uterina antes do tempo pré-dispbe as gravidas ao
trabalho de parto prematuro. Contragdes uterinas inadequadas podem impedir
o trabalho de parto e aumentar a incidéncia de emergéncias das cesarianas e
hemorragias pds-parto com perigo potencial para a mae e para a crianga
(ADELSTEIN; HATHAWAY, 1979; WRAY, 1993).

Tentar descobrir alguma substancia que possa prevenir ou até curar tais
problemas é de extrema importancia e, uma vez que o flavondide diplotropina
também apresentou efeito relaxante em utero isolado de rata, surge a
importancia de se tentar elucidar o mecanismo de acao tocolitica apresentado
por este flavondide.

Tal acao tocolitica apresentada por diplotropina se da por um
mecanismo nao-seletivo, visto que este flavondide €& capaz de inibir as
contracbes induzidas tanto por ocitocina quanto por carbacol, nao
apresentando diferenga significante entre os seus valores de Clsy frente as
contragdes fasicas induzidas por tais agonistas, o que, naquele momento, nos
levou a sugerir que diplotropina poderia estar agindo em um passo comum da
via de sinalizagao que leva a contragao para ambos os agonistas testados e
nao em nivel de receptor, uma vez que a via de sinalizagdo da ocitocina assim
como do carbacol para indugdo da contracdo € a mesma, porém cada um dos
agonistas tem o seu préprio sistema de receptor.

Desta forma, visando confirmar ou eliminar a hipotese de que
diplotropina estaria agindo em nivel de receptor, avaliou-se seu efeito frente as
curvas cumulativas a ocitocina. Corroborando com o que haviamos inicialmente
sugerido, foi observado que diplotropina provavelmente ndo estd agindo em
nivel de receptor de ocitocina, visto que ndo antagonizou as contragdes
induzidas cumulativamente a ocitocina, o que pode ser observado pela
auséncia de desvio significante para direita das curvas concentragao-resposta
cumulativas a ocitocina, sem que o efeito maximo fosse atingido (Grafico 6).

O mecanismo de contracdo uterino € similar aos outros tipos de
musculos lisos (WRAY, 1993; WRAY et al., 2001). Para que haja ativacao
dessa contracdo é necessario que haja um aumento global da [Ca*],, sendo
que a principal fonte de Ca®" ativador no miométrio é o fluido extracelular
(SHMIGOL et al.,, 1998; WRAY et al, 2001) o qual pode entrar no
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compartimento citoplasmatico durante uma despolarizacdo de membrana ou
apos estimulo de um agonista.

A regulagao funcional da [Ca®"],, para dar inicio a uma resposta contratil
no musculo liso depende de dois tipos diferentes de estimulos que levam a dois
tipos de acoplamentos: o acoplamento eletromecanico, que esta envolvido com
a mudanca do potencial de membrana (Vm) e o acoplamento farmaco-
mecénico, que acontece quando a contragdo promovida por um agonista &
sempre maior que a observada sé com a mudang¢a do Vm (REMBOLD, 1996;
WOODRUM; BROPHY, 2001).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratii através do
acoplamento eletromecanico sdo devido a uma despolarizagdo de membrana
diretamente, que pode ser causada, possivelmente, pelo aumento da
concentragdo externa de K™ ([K']e) ou indiretamente pela ligagdo dos agonistas
aos seus receptores levando a abertura dos Ca,, causando influxo de Ca®
para o citoplasma e, consequentemente, a contracdo (REMBOLD, 1996;
BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; ALIOUA et al., 2002).

Em midcitos uterinos os mecanismos de sinalizacdo para liberagao de
calcio intracelular envolvem principalmente a acdo de agonistas como a
ocitocina, as prostaglandinas, os a-adrenérgicos e os muscarinicos. A ligagcéo
de tais agonistas aos seus receptores na superficie da membrana proporciona
a ativacao via da fosfolipase C (PLC) via proteinas ligantes de GTP, resultando
na producdo de InsP; e, conseqilientemente, liberacdo de Ca** do RS (MARC
et al.,, 1986; ANWER; SANBORN, 1989; ARNAUDEAU et al., 1994). Também
ja foi observada a participacdo dos receptores de rianodina (RyR) no
mecanismo de liberacdo de Ca’' intracelular em células miometriais, um
mecanismo denominado, liberagdo de Ca?* induzida pelo préprio Ca** (CICR).

Sabe-se que a contragdo no musculo liso em resposta a varios agentes,
€ frequentemente, composta por duas fases: um componente fasico rapido
seguido por um lento, porém sustentado, o componente ténico (VAN
BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979) e esta
resposta bifasica é devido a fonte dual de Ca®** no musculo liso, isto &, os
estoques intracelulares e o liquido extracelular. Em utero de rata, a ocitocina e
o carbacol, produzem esta resposta bifasica, e € sugerido que a contragéo

fasica é causada por liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares mediados
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por InsP3 (ABDEL-LATIF, 1989; WRAY, 1993; ASOKAN et al., 2002). Por outro
lado, a contragao tonica & atribuida ao influxo de Ca?* através dos Ca, (WRAY,
1993). A probabilidade de abertura dos Cay € favorecida por uma
despolarizacdo de membrana por estimulo mediado por acoplamento farmaco
e eletromecanico (REMBOLD, 1996).

Um passo comum as vias de sinalizagdo dos agonistas testados
(ocitocina e carbacol) € a despolarizagdo da membrana plasmatica, com
conseqiiente abertura dos Cay o que leva a um influxo de Ca?*, resultando na
manutencdo da fase ténica da contragdo no utero de rata (WRAY, 1993).

Diante dessas premissas e visando confirmar a hipotese de que
diplotropina esta promovendo efeito relaxante em utero de rata por inibir um
passo comum da via de sinalizagdo, investigou-se seu efeito sobre o
componente ténico da contracao induzida por ocitocina (acoplamento farmaco
e eletromecanico). Pode-se observar que diplotropina relaxou o utero pré-
contraido com ocitocina de maneira dependente de concentragdo (Figura 14 e
Grafico 7) porém sem atingir 100 % de relaxamento.

Sabendo que o Ca?* é um mensageiro intracelular capaz de controlar
processos celulares como a contragao e ainda devido, em trabalhos anteriores,
ter sido observado que diplotropina relaxa o musculo liso de utero isolado de
rata (LIMA, 2004) e agora que tal mecanismo ndo se da por ativagdo dos
receptores da OT da ocitocina (Grafico 6), surgiu a seguinte pergunta: sera que
o flavondide diplotropina estaria promovendo relaxamento do utero de rata por
bloqueio do influxo de Ca** através dos Cay? Para testarmos esta hipdtese,
avaliou-se o efeito de diplotropina sobre o componente ténico da contragao
induzida por 60 mM de KCI (acoplamento eletromecanico) em utero isolado de
rata (Grafico 8). O fato de diplotropina promover o relaxamento do utero pré-
contraido com 60 mM de KClI de maneira dependente de concentracdo
(CEsp=2,1+0,3 x 10°M) (Grafico 8), permite sugerir que 0 mecanismo
envolvido nesse efeito relaxante parece se dar por bloqueio direto do influxo de
calcio através dos Cay,

Visando confirmar a hipotese anterior de que diplotropina estaria
bloqueando o influxo de Ca?* através dos Cay presentes na membrana
plasmatica, avaliou-se seus efeitos frente as contragdes induzidas

cumulativamente ao CaCl, em meio despolarizado por 60 mM de KCI e
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nominalmente sem Ca®" , e observou-se que o flavondide diplotropina nao
desviou significantemente para a direita as curvas cumulativas ao CaCl,
(Grafico 9), o que nao corrobora a hipotese anterior. Diante de tal resultado, o
mecanismo pelo qual diplotropina esta promovendo efeito espasmolitico em
Utero isolado de rata parece néo envolver um bloqueio direto do influxo de Ca?*
através dos Cay.

De acordo com Khan e colaboradores (2001), para melhor compreensao
e caracterizacdo do controle do miométrio, os canais ibnicos sdo novos alvos
para drogas que podem, eventualmente, ser usadas terapeuticamente no
combate ao trabalho de parto pré-maturo e para reduzir o espectro de
mortalidade infantil e morbidez na gravidez, entre esses, os canais para K"
estdo emergindo gradualmente como alvos para investigagdo no controle da
contracdo do musculo liso uterino, especialmente com respeito a
caracterizacdo dos BKc,. Porém, foram realizados poucos estudos com
enfoque no papel e modulagdo de canais ibnicos, sejam eles para Ca?*, Na*,
K" ou CI.

Os canais para K* tém uma ampla distribuicdo, estando difundidos,
virtualmente, em todos os tipos de células estudadas e envolvidos em varios
processos celulares. A funcao principal de tais canais é reduzir a excitabilidade
celular, e isso é devido a manutengdo do potencial de membrana da célula
proximo do potencial de reverséo do ion K*, que é negativo sobre um gradiente
fisioldgico. Isto significa que o estimulo despolarizante é contrabalanceado pela
geracdo de uma corrente de K para o exterior da célula. Essas correntes
causam hiperpolarizacido ou repolarizacdo de membrana, que se contrapdem a
geracgao do potencial de agao e, assim, reduzem a contragao miometrial (KHAN
et al., 2001). Todos estes canais podem ser ativados na fase de repolarizagao
do potencial de agao e as contribuicdes relativas deles podem sofrer controle
hormonal e sdo diretamente dependentes das fases da gravidez (SANBORN,
2000).

No miométrio, sabe-se que variagdes ritmicas na permeabilidade ao
Ca** contribuem para a despolarizacéo e variacdes na permeabilidade ao fon
K" contribuem para a repolarizagéo ou hiperpolarizagéo (REINER; MARSHALL,
1975; KAWARABAYASHI et al.,, 1986; KAO, 1989; MARSHALL, 1990;
PARKINGTON, 1990; SANBORN, 1995).
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Atualmente é reconhecido que, em células da musculatura lisa, ha pelo
menos quatro diferentes familias de canais para K* identificadas, a dos BKc,
dos Ky, dos Karp € dos K; (NELSON; QUAYLE, 1995). Sendo que, a
repolarizagao ou hiperpolarizagdo de membrana ocorre devido, principalmente,
a ativacdo dos BKca, que sdo ativados quando a [Ca®"] se eleva na ordem de
uM, e a ativagdo dos Ky, em decorréncia a despolarizagdo de membrana
(LEDOUX et al., 2006). Tal ativacdo leva a uma reducdo no influxo de Ca®*
através dos Cay por sua inibicdo e, consequentemente, a uma reducdo da
[Ca?']i (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 2006).

Inicialmente levantou-se a hipétese de que diplotropina poderia estar
inibindo as contracdes uterinas por ativar os canais para K* e, indiretamente,
bloquear os canais para Ca*. Para testar esta hipdtese, avaliou-se o efeito
desse flavondide sobre o componente ténico das contragcdes induzidas por
ocitocina na presenca e na auséncia de CsCl, um bloqueador inespecifico de
canais para K* (LATORRE et al., 1989). A observagdo de que a curva de
relaxamento induzida por diplotropina no utero pré-contraido com ocitocina na
presenca do CsCl foi desviada para a direita, em relacdo a curva controle na
auséncia de CsCl (Figura 15 B e Grafico 10), e que a poténcia relaxante do
flavondide na presenca do bloqueador (CEso= 3,8 + 0,7 x 10° M) foi cerca de
duas vezes menor do que na sua auséncia (Grafico 11), nos leva a sugerir que,
provavelmente, haja a ativagdo de canais para K no mecanismo de agdo
relaxante de diplotropina em utero isolado de rata.

Sabe-se que os Ky desempenham importante papel na manutengao do
potencial de repouso em diferentes musculos lisos. Até hoje, pelo menos doze
diferentes subfamilias de subunidades-a de Ky tém sido relatadas e os genes
que codificam essas subunidades funcionais desses canais ja foram
identificados tanto no genoma humano como de outros animais (YU;
CATTERALL, 2004). Isso demonstra a grande diversidade e complexidade de
acdes que podem ser esperadas a partir da ativacdo destes canais para K* na
membrana.

Os Ky podem ser classificados de acordo com caracteristicas biofisicas
e farmacologicas em: Ka (Canal-A), Ky (retificadores tardios), Ky (retificador

tardio rapido), Ky (retificador tardio lento) e Ksgr (canal do reticulo
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sarcoplasmatico) (ALEXANDER; PETERS, 1999; ALEXANDER; MATHIE;
PETERS, 2007).

Ha um numero consideravel de experimentos eletrofisioldgicos que
demonstram as caracteristicas das correntes ibnicas dependentes de voltagem
em células de animais diversos. Estas correntes macroscopicas tém uma
implicagdo importante para fisiologia uterina. Existem, claramente, muitos
processos celulares onde essas correntes sdo necessarias para a funcao
celular. Porém, em miométrio humano existem muito poucos dados sobre
correntes dependentes de voltagem (KHAN et al., 2001).

Apesar da grande diversidade dos Ky, uma ferramenta farmacoldgica
muito importante no estudo desses canais € a 4-AP, que € conhecida por
bloquear a maioria dos Ky, sendo assim usada para o estudo do mecanismo de
acao de varias substancias com atividade relaxante da musculatura lisa
(SATAKE; SHIBATA; SHIBATA, 1997; HUANG et al., 1999; LI et al., 1999;
PELAIA et al., 2002).

Diante disso, foi investigada a participagdo dos Ky sensiveis a 4-AP no
efeito relaxante promovido pelo flavonéide diplotropina em utero isolado de rata
pré-contraido com ocitocina. Na presenca de 4-AP, o efeito relaxante
promovido por diplotropina nao foi alterado, uma vez que n&o houve diferenca
significante das poténcias relaxantes do flavondide, tanto na presenga
(CEsp=2,3+0,4x10° M), como na auséncia (CEsp=1,7+0,5x 10° M) do
bloqueador (Grafico 14). Com isso, pode-se sugerir que 0 mecanismo de agao
relaxante promovido por diplotropina em utero isolado de rata provavelmente
nao envolve a ativagao dos Ky.

A IbTx, um bloquedor seletivo dos BKca (GALVEZ et al., 1990; FOX et
al., 1997; KOSCHAK et al., 1997; SCHROEDER et al.,, 2002), promove o
surgimento de potenciais de membrana mais positivos (ANWER et al., 1993).
Uma rapida despolarizacao, atribuida primariamente a entrada de Ca** (ou Na*
durante o inicio da gravidez) é responsavel pela geragao do potencial de agao
(KAO, 1989; MARSHALL, 1990; PARKINGTON, 1990; INOUE et al., 1990a;
SANBORN, 1995). A diminuigdo do potencial de acdo é consequéncia do
envolvimento da abertura de canais para K' (LATORRE et al., 1989;
PARKINGTON; COLEMAN, 1990; SANBORN, 1995).

93



Discusséao

Notavelmente, esses canais s&o ativados por agentes capazes de
aumentar os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e,
consequentemente, a atividade da PKA, incluindo agonistas 3-adrenérgicos e a
relaxina (TRITTHART et al., 1991; ANWER et al., 1992; MEERA et al., 1995;
SANBORN et al., 1995) porém, sao raros os agentes relaxantes de musculos
lisos que agem por ativagéo direta desses canais.

Sabendo-se da importdncia dos canais para K na musculatura
miometrial, de sua capacidade de modular os Cay na resposta contratil, aliada
a dificuldade em se descobrir uma substancia capaz de ativar diretamente
esses canais, mais especificamente os BKc¢,, e diante dos resultados obtidos
com esse flavonoide em musculo liso de ileo de cobaia, cujo controle fisioldgico
se da de maneira semelhante ao observado em utero de rata, decidimos
continuar investigando o possivel mecanismo de acao farmacolégica desse
flavondide neste 6rgao.

Os BKca pertencem a uma subclasse de canais para K™ que s&o ativados
quando os niveis de Ca*" intracelular aumentam (BLATZ; MAGLEBY, 1987;
VERGARA et al., 1998). Os BKc, sdo os canais para K* predominantemente
encontrados em miométrio humano nao-gravidos (TRITTHART et al., 1991;
ERULKAR et al., 1993; PEREZ et al., 1993) e gravidos (ANWER et al., 1993;
KHAN et al., 1993). Dessa forma estes canais possuem um papel no
relaxamento do utero, mantendo este em um estado de pouca motilidade ao
longo da gravidez, impedindo assim as contragbes uterinas e,
consequentemente, o aborto. Apesar de estudos mostrarem uma regulagao no
fendtipo deste canal no comeco do trabalho de parto, seu papel ainda é
desconhecido (BRAINARD et al., 2005).

Além disso, sabe-se que compostos como os ativadores de canais para
K* podem hiperpolarizar a membrana e, indiretamente, bloquear os Cay-L, inibir
o influxo de Ca®', e conseqlientemente, diminuirem a [Ca®'], inibindo a
contragdao (WESTON; EDWARDS, 1992; KURIYAMA et al., 1995; LEDOUX et
al., 2006; LIN et al., 2006).

Para investigar se diplotropina estaria agindo sobre os BKc,, ativando-os
e, consequentemente, levando a uma hiperpolarizacdo ou a uma repolarizacao
de membrana, o que levaria a um bloqueio dos Cay, realizou-se experimentos

na presenca de 1 mM de TEA®, que apesar de ser um bloqueador n&o-seletivo
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dos canais para K*, nesta concentracéo especifica, atua como um bloqueador
apenas dos BKc, (LATORRE et al., 1989; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).
Nestes experimentos, a curva de relaxamento resultante apds a adicao de
diplotropina sobre o Utero pré-contraido com ocitocina na presenca de TEA" foi
desviada para direita, em relacdo a curva controle, na auséncia do TEA"
(Grafico 12) e com uma poténcia relaxante (CEso=5,9 + 1,5 x 10° M) cerca de
3,5 vezes atenuada em relagdo ao controle (Grafico 13), semelhantemente ao
que ocorreu nos experimentos anteriores, envolvendo o CsCl, porém com
maior diminuigdo da poténcia relaxante de diplotropina. O que corrobora a
hipotese de que diplotropina promove efeito relaxante em utero de rata, pelo
menos em parte, por ativacdo dos BKc,.

Visando caracterizar ainda melhor a possivel participagdo dos BKc, no
mecanismo de acgao tocolitico de diplotropina e sabendo-se da notavel
especificidade de acao da iberiotoxina, uma toxina isolada do veneno do
escorpiao Buthus tamulus, para os BKc,, decidimos testar o efeito de
diplotropina sobre as contra¢des induzidas por ocitocina tanto na presenca
quanto na auséncia da IbTx e, interessantemente, apds incubarmos 93 nM de
IbTx na preparacéo, podemos observar que houve um desvio significante para
direita da curva de relaxamento induzido pela diplotropina (Grafico 15), com
uma redugcao de, aproximadamente, 5 vezes a poténcia do flavondide
diplotropina, CEs;=9,0+3,1x10°M (Grafico 16). Diante da grande
importancia da descoberta de substancias que modulem os canais para K* e,
mais especificamente, os BKc,, dos resultados até entdo obtidos em utero
isolado de rata, atrelados ao fato de que os canais para K* sdo importantes na
regulagcéo do ténus do musculo liso e na regulagao da atividade uterina, aliada
as informacdes de que os BKc, sdo os canais para K* predominantemente
encontrados em miométrio humano néo-gravidos e gravidos e a eliminagédo da
hipétese de participacdo dos Ky no efeito tocolitico de diplotropina, é plausivel
afirmar que os BKcg, estdo envolvidos no efeito relaxante promovido por
diplotropina em utero isolado de rata.

Existem muitas evidéncias de substancias capazes de, indiretamente,
modular a abertura de canais para K" (LIU et al., 2003; DENSON et al., 2005;
YANG et al., 2005), sendo que algumas sado capazes de modular positivamente

a abertura de canais para K* por fosforilacéo via PKA, dentre elas derivados de
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produtos naturais como a forscolina, isolada da espécie Coleus forskohlii Briq.
(LAMIACEAE) (WELLMAN et al., 1998; WALDRON; COLE, 1999; MASON et
al.,, 2002; WINKLHOFER et al., 2003). Neste contexto, e sabendo da
importancia da via de sinalizagdo dos nucleotidios ciclicos para a modulacao
de vérios canais para K* (COLE et al., 1996; SON et al., 2005; PEARMAN et
al., 2006) e, consequentemente, promover o relaxamento do musculo liso
devido ao aumento dos niveis de AMP¢ e/ou GMP¢ torna-se importante uma
investigacdo da participacédo desses nucleotidios no efeito tocolitico do
flavondide diplotropina, até por que, de acordo com o seu perfil quimico aliado
ao valor do logP (Anexo 2), € uma molécula com carater lipossoluvel,
consequentemente, com certa probabilidade de atravessar a membrana
plasmatica e adentrar na célula.

O aumento na [GMPc] ativa a proteina cinase G (PKG), enquanto que o
aumento na [AMPc] ativa tanto uma proteina cinase dependente de AMP¢
(PKA) como a PKG, tais proteinas ativadas ir&o fosforilar canais ibnicos como,
por exemplo, os canais para K*, levando a abertura dos mesmos, fosforilagéo e
bloqueio de canais para Ca®’, bem como a ativagdo de bombas que
proporcionam uma diminuigdo da [Ca®'];, desta forma levando ao relaxamento
do musculo liso (REMBOLD, 1996).

Os niveis de AMPc sado controlados por enzimas que hidrolisam a
ligacdo entre os carbonos 3" e 5 do AMP: denominadas fosfodiesterases
(PDEs) transformando-o em 5’-AMP, que perde a capacidade de ativar a PKA
(LEHNART et al., 2005). Sabe-se que a ativagdo das PDEs, que sdo capazes
de transformar o AMPc em AMP, leva ao aumento dos mecanismos contrateis
no musculo liso por diminuir os niveis de nucleotidios ciclicos (CHOI et al.,
1988; LUGNIER, 2006). Diante disso, uma maneira de se investigar a
participacdo de nucleotidios ciclicos no efeito relaxante de uma droga teste é a
utilizacdo de inibidores de PDEs, onde se espera que a poténcia relaxante seja
aumentada.

Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (1997 e 2000) mostraram que outras
classes de flavondides, como genisteina, campferol e quercetina, promovem
relaxamento da musculatura uterina pré-contraida com 60 mM de KCI, sendo
que, para os dois Uultimos flavondides citados, este efeito parece estar

relacionado ao aumento do AMP¢ no meio intracelular. Entdo surgiu a questao:
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sera que o nosso flavondide, diplotropina, estaria agindo por aumentar os
niveis de nucleotidios ciclicos (AMPc/GMP¢), como o fazem campferol e
quercetina? Pois, como acima relatado, o flavondide diplotropina tem um
grande carater lipofilico, devido a presenga das quatro metoxilas e do anel
furano (Figura 2), é provavel que ele atravesse a membrana plasmatica,
podendo, desta forma, inibir a fosfodiesterase, e também ativar a PKA ou PKG,
ou ainda interferir em algum outro passo dessa cascata de sinalizagao.

Com o objetivo de confirmar ou descartar tal hipétese, langou-se mao de
um conhecido inibidor ndo seletivo das PDEs, a aminofilina (REVUELTA,
CANTABRANA; HIDALGO, 2000; HIRSH et al., 2004). Assim, avaliou-se o
efeito de diplotropina sobre as contragcdes tonicas induzidas por 60 mM de KCI
tanto na auséncia como na presenga da aminofilina. Apos esse procedimento
pode-se observar que o relaxamento do utero induzido por diplotropina nao foi
alterado pela presenga da aminofilina (Grafico 17), o que nos permite sugerir
que um possivel aumento no conteudo de AMP/GMP¢ intracelular e a
consequente ativacdo da via de sinalizacdo PKA/PKG nao esta envolvida na
acao relaxante promovida pelo flavonéide diplotropina em utero isolado de rata,
pois, se assim fosse o seu efeito deveria ter sido potencializado quando na
presenca da aminofilina.

Devido, durante a execucdo de todos os protocolos experimentais que
proporcionaram a obtencdo de todos os resultados até entdo apresentados,
nossos colaboradores do Setor de Quimica Organica juntamente com a equipe
de farmacologia terem planejado a obtengao de derivados sintéticos a partir de
modificagdes quimicas na estrutura do flavonoide natural, diplotropina, decidiu-
se iniciar um estudo comparativo dos derivados que estavam sendo obtidos e
analisar os resultados obtidos confrontando com os que anteriormente foram
observados com o protétipo natural em modelos de musculos lisos, como: ileo
e traquéia isolados de cobaia, aorta isolada de rato e utero isolado de rata.

Para nossa surpresa, o primeiro derivado obtido e testado pela nossa
equipe, uma quinona, era, na realidade, uma molécula inédita, nunca antes
descrita na literatura quimica nem, até entdo, conhecida como metabdlito
secundario. Diante desse fato, no presente estudo foi demonstrado, pela
primeira vez, que o sistema 1,4-dimetoxilado da diplotropina parece ser o grupo

responsavel pelo efeito espasmolitico em utero isolado de rata e ileo isolado de
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cobaia, pois a oxidacdo deste sistema dimetoxilado resultou na obtencédo de
um derivado sintético, que diferentemente do seu protétipo natural, apresentou
propriedade relaxante em traquéia isolada de cobaia, ao passo que perdeu tal
atividade em ileo de cobaia e utero de rata e, semelhantemente a diplotropina,
continuou sem apresentar atividade vasorelaxante em aorta isolada de rato.

Em estudos anteriores foi demonstrado que flavondide diplotropina
apresentou atividade espasmolitica ndo seletiva em utero de rata e em ileo de
cobaia (LIMA, 2004; LIMA et al., 2005) e tais resultados, juntamente com todos
os que foram acima apresentados, serviram para comparagdo com 0S que
foram obtidos apods os testes com o derivado sintético.

Inicialmente levantou-se a hipotese de que o sistema 1,4-dimetoxilado
da diplotropina poderia ser um provavel grupo farmacoférico responsavel pela
atividade espasmolitica deste flavondide. Para testarmos esta hipotese foi
proposta a realizagdo de uma reacado de oxidacao dirigida para as metoxilas
1,4, o que levou a obtengdo de uma nova quinona, a (2,3-trans-3,4-trans)-3,4-
dimetoxi-(6,7,2",3")-furanoflavana-5,8-diona, codificada como DPTN-Sint.1
(Figura 4).

Assim como observado com diplotropina (LIMA, 2004), o seu derivado
quinona DPTN-Sint. 1 ndo apresentou quaisquer efeitos sobre a aorta de rato
pré-contraida com fenilefrina. Por outro lado, diferentemente da diplotropina,
que em estudos anteriores havia exibido atividade espasmolitica nao-seletiva
em utero de rata e em ileo de cobaia (LIMA et al., 2005), DPTN-Sint. 1
mostrou-se ineficaz em induzir tal atividade nestes 6rgéos. O fato da oxidagéo
das metoxilas nas posicdes 1 e 4 terem abolido o efeito espasmolitico em utero
de rata e ileo de cobaia nos leva a sugerir que o sistema dimetoxilado 1,4 € um
dos responsaveis pelos efeitos espasmoliticos da diplotropina nestes musculos.

Interessantemente, a oxidagdo do sistema 1,4-dimetoxilado
proporcionou o surgimento de um efeito espasmolitico seletivo para a traquéia
isolada de cobaia que foi evidenciado pelo relaxamento da traquéia pré-
contraida com carbacol induzido por DPTN-Sint. 1, de maneira dependente de
concentragéo e independente de epitélio funcional (Figura 20 e Grafico 18).

Do ponto de vista fisiolégico, o ileo de cobaia e o utero de rata sdo
musculos fasicos, enquanto que a traquéia de cobaia € um musculo ténico.

Estas diferencas fisiolégicas sado resultantes de mecanismos contrateis
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diferentes, o que levaria a mecanismos espasmoliticos também diferentes. No
caso do ileo de cobaia ja foi demonstrado, em nivel funcional, que o
mecanismo de acao espasmolitico de diplotropina envolve bloqueio do influxo
de calcio (LIMA et al., 2005) e reducdo da [Ca®**]. Como DPTN-Sint. 1
apresentou atividade espasmolitica seletiva em traquéia de cobaia € provavel
que esta esteja ocorrendo por outro mecanismo que ndo o bloqueio direto do
influxo de calcio.

Em resumo, demonstrou-se que o sistema 1,4-dimetoxilado de
diplotropina € um dos responsaveis pela atividade espasmolitica deste
flavondide em ileo de cobaia e utero de rata, e que a oxidagcao destas metoxilas
proporcionou a obtencdo de uma nova quinona dotada de efeito espasmolitico
seletivo para a traquéia de cobaia, dentre os musculos lisos aqui testados.

Diante de todos os resultados acima apresentados, neste trabalho estao
reunidas evidéncias que nos levam a propor que, em nivel funcional, o
mecanismo de agao para explicar o efeito do flavondide diplotropina em ileo
isolado de cobaia e utero isolado de rata resida, principalmente, em sua
capacidade de modular positivamente os BKc, e, consequientemente, promover
repolarizagao de membrana. Tal repolarizacao resultaria na inativagao dos Cay
e impedimento do influxo de Ca?".

Devido a possibilidade de entrada de diplotropina no meio intracelular,
fato diretamente relacionado com a sua lipofilicidade (Anexo 2), ndo se
descarta a possibilidade de que tal flavondide esteja interferindo em
mecanismos intracelulares e, assim, contribuindo para o relaxamento do ileo de
cobaia e do utero de rata. Diante de tal fato, outras vias de sinalizacéo
intracelular, ainda nao investigadas, podem ter um grande papel no efeito
relaxante do flavondide diplotropina sobre os musculos lisos, ainda sendo
necessarias futuras investigagbes para a obtengcdo de uma visdo total do
mecanismo de agao pelo qual diplotropina exerce seus efeitos.

Atualmente existem muito poucas substancias capazes de ativar canais
para K* e o nivel de raridade torna-se ainda maior quando se refere aos BKca
que, por sua vez estdo bastante presentes no musculo liso e ainda sédo de
grande importancia para o seu funcionamento, principalmente na regulagéo
fisiolégica do tbnus dos 6rgaos formados por musculo liso tanto na

homeostasia como em estados patoldgicos.
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Diante disso, podemos estar lidando com um novo ativador desses
canais, que pode, futuramente, ser utilizado na terapéutica ou ainda funcionar
como ferramenta farmacoldgica, tendo em vista que os resultados obtidos e

apresentados neste trabalho demonstram claramente sua poténcia em ativar
tais canais.
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Conclusdes

6 CONCLUSOES

Neste trabalho estdo reunidas evidéncias farmacologicas obtidas em
nivel funcional que, associadas a resultados obtidos em nivel celular, dao
suporte a hipotese de que o flavondide diplotropina (3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6, 7
2", 3"-furanoflavana), isolado da fase hexanica do extrato etandlico bruto obtido
das cascas do caule da espécie Diplotropis ferruginea Benth. exerce seu efeito

relaxante em ileo de cobaia e Utero de rata devido a participacdo dos BKca.

= Em ileo isolado de cobaia:

- Modula positivamente os BKca, promovendo sua abertura,
- Inibe o influxo de Ca** através dos Cay;
- Promove reducdo da [Ca**]; em midcitos intestinais.

& Em utero isolado de rata:

- O efeito tocolitico apresentado pela diplotropina ndo envolve

bloqueio direto dos receptores OT;

- Também n&o envolve blogueio direto do influxo de Ca®" através

dos Cay;

- Os BKca participam do mecanismo de acdo tocolitica da
diplotropina;

- Os Ky néo estao envolvidos neste mecanismo;

- A via dos nucleotidios ciclicos (AMPc/GMP¢) parece ndo estar

envolvida no mecanismo de ac¢ao tocolitica apresentado pela diplotropina.
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Conclusdes

& Apo6s modificacdo estrutural da diplotropina (flavonéide) através de
uma desmetilacdo oxidativa e obtencdo de DPTN-Sint. 1 (quinona), pode-se

concluir que:

- O derivado obtido trata-se de uma molécula inédita na literatura

quimica;

- Houve perda da atividade espasmolitica em ileo isolado de

cobaia e utero isolado de rata;

- O derivado mantém a auséncia de efeito vasorelaxante em aorta

isolada de rato;

- Interessantemente, DPTN-Sint. 1 apresentou efeito
espasmolitico em traquéia de cobaia, 0 que anteriormente néo era observado

com o composto natural, diplotropina;

- Diante dos resultados obtidos, o sistema 1,4-dimetoxilado da
diplotropina parece ser o grupo responsavel pelo efeito espasmolitico em Utero

isolado de rata e ileo isolado de cobaia.
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Diplotropis ferruginea Benth. (Fabaceae) is a tree popularly known in Northeastern Brazil as
“sucupira-preta”. In the present work, the isolation, identification and pharmacological activity
of a furanoflavan-type flavonoid (2.3-frans-3.4-trans)-3.4.5.8-tetramethoxy-(6.7.2".3")-furanoflavan.
which received the trivial name diplotropin is reported. The structure was determined by means of
spectroscopic techniques. especially EIMS and 1D and 2D NMR. Diplotropin (1078 —3-107* M)
inhibited the phasic contractions induced by both acetylcholine (IC5q = 4.6 £0.8- 1077 M) and his-
tamine (IC50 = 2.3 = 1.1- 10> M) in guinea-pig ileum. Diplotropin relaxed the ileum pre-contracted
with KC1 (ECsg=3.9+1.1-10"° M), acetylcholine (ECso= 3.7+ 1.6-10 ¢ M) and histamine
(ECsg =4.4+1.4-107° M) in a concentration-dependent manner. As the maintenance of tonic
contraction induced by these contractile agents involves Ca®t influx through voltage-dependent
Ca?t channels, it is suggestive that this relaxation may be due to the blockade of Ca®™ in-
flux through those channels. This hypothesis was confirmed by the observation that diplotropin
antagonized (pD’; =4.83+£0.37) CaCly induced contractions in Ca?T-free depolarizing medium
(ICs50 = 1.5+£0.8-1075 M).

Kev words: Diplotropis ferruginea, Spasmolytic Action. Guinea-Pig [leum

Introduction

The Leguminosae or Fabaceae is a large family of
herbs, shrubs and trees. It is comprised by approxi-
mately 700 genera and 17.000 species showing a cos-
mopolitan distribution in tropical. subtropical and tem-
perate zones [1]. This family is subdivided in three
subfamilies: Mimosoideae, Caesalpinioideae and Pa-
pilionoideae. and the last is constituted of about 400
genera and 12,000 species [2]. Within these genera, the
genus Diplotropis is included. totaling 22 species.

Few studies are found about the genus Diplotropis.
There are only three papers describing the isolation of
quinolizidine alkaloids from Diplotropis martiusii [3].
flavonoids, steroids and triterpene from Diplotropis
pupurea [4]., benzenoid and triterpene from Diplotropis

Jerruginea [5]. The species Diplotropis ferruginea
Benth. (Fabaceae) is a tree, 10— 12 m tall and is popu-
larly known in Northeastern Brazil as “sucupira-preta”,
where it is used in folk medicine to treat symptoms
of rheumatism, arthritis and diabetes [6]. The free
is widely distributed in the states of Bahia and Rio
Grande do Norte, Brazil.

A search on NAPRATERT database (NAtural
PRoducts ALERT) and Web of Science did not show
any reference to the species D. ferruginea Benth.
However, previous studies from this research group
have shown that the crude ethanol extract (CEE)
obtained from the stem-barks of this plant exhib-
ited non-selective spasmolytic effects in all tissues
tested (rat aorta and uterus, guinea-pig ileum and
trachea) [7].
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There have been papers demonstrating that
flavonoids have effects on intestinal motility both in
vitro and in vivo. For example, it was reported that
quercetin and other flavonoids inhibited guinea-pig
ileum induced contractions [8,9]. Capasso er al. [10]
screened 13 flavonoids (apigenin, catechin, crysin,
flavone, hesperetin. kaempferol. morin, myricetin,
naringenin, naringin. phloridzin, quercetin and tax-
ifolin) on confractions in guinea-pig ileum induced
by PGE,, LTD,. acetylcholine and BaCl,. These
spasmolytic effects of flavonoids may have been due
to a nonspecific action since they were also found to
inhibit acetylcholine and BaCl> induced contractions.
These authors concluded that the spasmolytic effects
displayed by the flavonoids were related to an inhibi-
tion of the calcium influx and/or calcium release from
intracellular stores.

Thus, given the importance of the pharmacologi-
cal actions of other flavonoids in isolated guinea-pig
ileum and knowing that no pharmacological study has
been done using this species and that other species be-
longing to Fabaceae family have ethnomedicinal use
to the treatment of intestinal cramps and chronic diar-
rthea [6]. The aim of the present study was to report the
isolation and identification of a new furanoflavan-type
flavonoid (diplotropin) as well as to investigate the ef-
fect of diplotropin in isolated guinea-pig ileum and to
verify the mechanism of action of this flavonoid.

Material and Methods

Plant material

The stem-bark of D. ferruginea Benth. was col-
lected in September 2002 near the city of Caraubas in
the state of Rio Grande do Norte — Brazil and identified
by the botanist, Dr. Maria de Fatima Agra. from the Se-
tor de Botanica of the Laboratoério de Tecnologia Far-
macéutica of the Universidade Federal da Paraiba. A
voucher specimen (Agra 5559) was authenticated and
deposited in the Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB), Departamento de Sistematica e Ecologia, Uni-
versidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa. Paraiba,
Brazil.

General procedures

Melting points were determined on a REICHERT,
model R3279 “Kofler” apparatus, with a temperature
range of 0—350 °C and are uncorrected. 'H NMR
(400 MHz) and '*C NMR (100 MHz) were recorded at
room temperature with a Jeol Eclipse 400 spectrome-

ter with an 5 mm multinuclear probe. The spectra were
recorded in CDCls, and the solvent signals (7.26 and
77.00 ppimn. respectively) were used as reference. The
chemical shifts (8) are given in ppm. and the coupling
constant J (in Hz). The two dimensional (2D) experi-
ments were acquired and processed with the Delta soft-
ware provided by Jeol. Mass spectra were measured on
a Shimadzu spectrometer.

Extraction and isolation

The crude ethanol extract (CEE) was obtained ac-
cording to Almeida et al. (2003) [5]. The dried and
powdered stem-barks (10 kg) of D. ferruginea were
extracted with EtOH (95%). yielding. 413 g of crude
ethanol extract (CEE). The CEE was suspended in
H->O and partitioned with hexane and CHCl3. The hex-
ane extract (55.6 g) was dissolved in hot MeOH and
left in a freezer for 24 h. yielding a yellow precipi-
tate, which after recrystallization from hexane yielded
(1) (2.35 g).

(2,3-trans-3,4-trans)-3,4, 3, 8-Tetramethoxy-(6,7,2 7,3 ")-
Juranoflavan

Yellow crystals. [ +47°(CHCI;. ¢ 0.425): melt-
ing point 114—115 C; IR Ve (KBr): 1300, 1285,
1271 and 1250 em~}. EIMS. m/= 370 ([M]*): 'H and
13C data (Table 1).

Animals

Adult guinea-pigs (Cavia porcellus, 300—500 g)
obtained from the Thomas George Biotery, Lab-
oratdrio de Tecnologia Farmacéutica of the Uni-
versidade Federal da Paraiba. were used. The an-
imals were submitted the following conditions:
12 h light: 12 h dark cycle. ventilation and tempera-
ture controlled (27 + 2 °C) and received water and food
pellets ad libitum. All sets of experiments were carried
out in the period of 07:00—14:00 h.

Study of spasmolvtic activity of diplotropin
Tissue preparation

To perform in vitro studies, the guinea-pig ileum
was prepared according to Daniel et al. [11]. The
guinea-pigs were killed by cervical dislocation, the
abdomen opened and the ileum was immediately re-
moved. Only the distal portions. with 3 cm length,

were used. The tissues were placed in 6 ml isolated
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Table 1. 'H (400 MHz) and 1*C (100 MHz) NMR for 1 in CDCl; as solvents and residual CDCl; used as internal references
(6g 7.24 and d¢ 70.00). compared with data described in the literature for linear (1) and its angular isomer®® Chemical shifts

(6, ppm) and coupling constants (J, Hz, in parenthesis).*

1 (This paper)

Literature data Angular isomer

8¢ & *JcH Jen Jiiss Sc OH 5S¢
C
5 147.29 — H-4; Me(Q-5 — 147.6 — 148.6
6 113.74 — H-3" H-27 — 114.1 — 133.9
7 148.53 — H-2"; H-3” — 148.9 — 148.3
8 129.62 — MeO-8 — 130.0 — 114.2
9 144.99 — H-2: H-4 — 1454 — 143.0
10 111.02 — H-4 H-3 — 111.4 — 110.6
1 138.79 — H-2 H-3: H-3"/H-5" — 139.1 — 1384
CH
2 80.45 5.02 (d, 6.6) H-2'/H-6"; H-4 5.02 (d) 80.5 5.15(d, 6.5) 70.70
3 82.84 3.90 (dd, 6.6, 4.4) H-2: H-4 MeO-3 4.10-3.90 (dd) 82.9 3.91(dd. 6.5, 4.7) 82.0
4 74.47 479 (d, 4.4) H-3 H-2; MeO-4 480-478(d) 7453 4.66 (d, 4.7) 74.7
2°.6° 126.56 7.46 (dd. 8.0, 1.4) H-2: H-4" 7.50—7.28 (m) 126.6 7.39 (m) 126.5
3.5 12819 7.36 (. 8.0) 750-728(m) 1282 7.39 (m) 128.2
47 127.72 7.30 (dd. 8.0, 1.4) H-2'/H-6" 7.50-7.28 (m) 127.7 7.39 (m) 127.7
2’ 143.51 7.50 (d, 2.6) H-37 7.52(d, 2.0) 143.5 7.51(d, 2.2) 143.7
3” 104.80 6.86 (d. 2.6) H-2" 6.84 (d, 2.0) 104.8 6.82(d. 2.2) 104.4
CH;3
MeO-3 58.32 3.29(s) H-3 3.38(s) 58.3 3.28 (s) 58.6
MeO-4 5671 3.33(s) H-4 3.44(s) 56.7 338 (s) 57.0
MeO-5  60.55 406 (s) 4.08 (s) 60.6 407 (s) 60.9
MeO-6 - - - - - - 3,98 (s) 61.6
MeO-8 61.33 4.04 (s) 4.04 (s) 61.3 — —

a Number of hydrogens bound to carbon atoms deduced by comparative analysis of HBBD- and APT?*C NMR spectra. Homonuclear 2D
'H-TH-COSY spectrum was also used in these assignments. Chemical shifts and coupling constants (/) obtained from 1D'H NMR. spectrum.
b Chemical shift in disaccord with the prevision based in the comparative analysis of these firanoflavan.

organ baths containing modified Krebs solution with
the following composition (mM): NaCl 117. KC1 4.7,
CaCly 2.5, MgS0y4 1.3, NaH,PO4 1.2, NaHCO; 25,
glucose 11 dissolved up in distilled water and bubbled
continuously with a 95% O-» and 5% CO-» gas mixture
and maintained at 37 C. The pH was adjusted to 7.4
with HCI | N. Tension changes were recorded through
an isometric force transducer (7003) counterbalanced
by 1 g loading, connected with a polygraph (Gemini
7070), both from Ugo Basile (Italy). The phasic con-
tractions were recorded using isotonic levers coupled
to kymographs and smoked drums.

At the beginning of each experiment, the reactiv-
ity of the ftissue preparations was tested with KCl
(40 mM). After washout and 30 min recovery in
modified Krebs solution. contractions were evoked
by adding KC1 (40 mM). acetylcholine or histamine
(1076 M).

Effect of diplotropin on histamine- or acetyvlcholine-
induced contractions in guinea-pig ileum

Two simple concentration-response curves were
obtained for both histamine and acetylcholine.

Diplotropin was then added and after an incubation
period of 15 min (time required to produce max-
imum effects). a third concentration-response curve
was constructed in the presence of diplotropin. The tis-
sue was washed when the agonist responses had re-
turned to resting level. The procedure was repeated in
the presence and absence of various concentrations of
diplotropin. Inhibition was measured by comparing the
response before and after addition of the furanoflavan
in the organ bath, and IC 5, values were obtained graph-
ically from simple concentration-response curves.

Mechanism of action of diplotropin on guinea-pig
ileum: Effect of diplotropin on tonic contractions in-
duced by histamine, acetyvlcholine or KClI

After stabilization of the preparations, an isomet-
ric contraction was elicited to a concentration of his-
tamine (10~% M). acetylcholine (10~¢ M) or KCl
(40 mM). which gave a response at 60—75% of the
maximum (determined from preliminary experiments).
Histamine, acetylcholine or KCI remained in contact
with the preparation until a plateau of contraction
was reached (approximately 8 min). after that time
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the tissue was washed. After a further 30 min. the
process was repeated and at the plateau of contrac-
tion, diplotropin was added cumulatively. Subsequent
concentrations were added only after the response to
the previous concentration became stable. The relax-
ant effect induced by diplotropin was expressed as
the percentage of relaxation (100% when baseline was
reached) of the maximal contractile tension induced by
histamine, acetylcholine or KCI.

Effect of diplotropin on Ca**t-induced contractions in
Ca**-free depolarizing solution

The strips were prepared as described before. To
access the effect of diplotropin on the influx of Ca’™"
through the voltage-dependent Ca* channels [12, 13].
the strips were bathed for 30 min. in modified Krebs
solution and then exposed for 45 min to high-K * Ca’*-
free depolarizing solution at the following composition
(mM): NaCl 51.7. KCI 70, MgSO4 1.3, NaH,PO4 1.2,
NaHCO; 25, glucose 11. In general, two cumulative
concentration-response curves to CaCl, were obtained
at 60 min infervals in each preparation [14]. After
obtaining the first curve, washing and complete re-
laxation, different concentrations of diplotropin were
added to the bath and left in contact with the tissue
for 15 min. Then. a second cumulative concentration—
response curve to CaCl, was obtained in the presence
of the furanoflavan. The maximal contraction obtained
with the first concentration-response curve to CaCl,
was taken as 100%. and all contractions were calcu-
lated as a function of this value. Each preparation was
exposed to only one concentration of diplotropin. In-
hibition of CaCl, responses was calculated by com-
paring the response in the absence or presence of the
diplotropin. The ICs, values were calculated as de-
scribed before.

Statistical analysis

Values were expressed as means = S.E. M. and “n”
refers to the number of animals used in each set of
experiments. Statistical analyses were performed us-
ing the GraphPad Prism® 3.03 software (GraphPad
Software Inc., San Diego CA). The ECsq. ICsp and
pD’> values were determined by non-linear regression
from concentration-response curves [15,16]. Differ-
ences between the means were statistically compared
using Student’s test and/or one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s test. as appropriate, and were consid-
ered to differ significantly when p < 0.05.

Results

Structural determination of compound 1

The EIMS spectrum of diplotropin (1) revealed
a molecular ion peak at m/ 370 ([M]1) which to-
gether with the 'H (1D and 2D 'H-'H-COSY). 1*C
(HBBD and APT) and 'H-1*C-COSY-"Jey (n = 1.
HMQC:; n = 2 and 3. HMBC) NMR spectral data
(Table 1) led to deduction of the molecular formula
C>1H2>06 (11 degrees of insaturation) compatible with
a flavan skeleton. The 1D 'H and '*C (HBBD and
APT) together with the 2D 'H-13C-COSY-"Jey (n = 1.
HMQC; n = 2 and 3, HMBC) NMR spectra led to
the elucidation of a highly methoxylated flavan with
a furan ring bonded to ring A and having an unsub-
stituted ring B. The 'H NMR spectrum revealed the
presence of a phenyl group by signals at ég = 7.46
(dd, J = 8.0 and 1.4 Hz, H-2'/H-6"), 7.36 (t, J =
8.0 Hz, H-3"/H-5") and 7.30 (dd. J = 8.0 and 1.4 Hz,
H-4"). which showed correlations in the HMQC with
13C signals at 8¢ = 126.56 (CH-2°/CH-6"), 128.19
(CH-3’/CH-5) and 127.72 (CH-4"). The location of
this phenyl group at the carbinolic carbon atom CH-2
[6m/dc: 5.02 (d. 6.6 Hz)/80.45] was deduced by het-
eronuclear long-range spin-spin interactions between
C-1" (8¢ = 138.79) with H-3"/H5" (8g = 7.36, *Jcn).
H-2 (8z = 5.02, *Jey) and H-3 (8g = 3.90, Joy) as
well as by correlations of the 12C signal of the CH-2
(8c = 80.45) with both the 'H signals at 8y = 7.46
(H-2"/H-6". 3Jcx) and 4.79 (H-4. >Jes) observed in
the HMBC spectrum. The homonuclear spin-spin cou-
plings of H-3 (8 = 3.90) with both H-2 (i = 5.02)
and H-4 (8 = 4.79) were revealed by the 2D 'H-'H-
COSY spectrum. which also showed the interaction of
H-2" (8y = 7.50,d, J = 2.6 Hz) and H-3" (8 = 6.86,
d. J = 2.6 Hz) of the furan ring. The direct heteronu-
clear correlations of these 'H signals of the hetero-
cyclic (ring C) and furan ring with the corresponding
13C signals was deduced through cross-peaks observed
in the HMQC spectrum: dy/0¢c: 5.02/80.45 (CH-2),
3.90/82.84 (CH-3). 4.79/74.47 (CH-4). 7.50/143.51
(CH-27) and 6.86/104.80 (CH-37). The identification
of the 'H signals of the MeO-3 and MeO-4 was
based in the HMBC spectrum. which showed spin-
spin interaction (*Jgg) of the CH-3 (8¢ = 82.84) with
MeO-3 (6g = 3.29) and CH-4 (8¢ = 74.47) and MeO-4
(0g = 3.35), as shown in Table 1. The presence of
a methoxy group at carbon C-5 (8¢ = 147.29) was
established by long-range interaction of the signal at
8¢ = 147.29 (C-3) with both H-4 (8y = 4.79. *Jen)
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Fig. 1. Important 'H-'"H NOESY correlations for diplotro-
pin (1).

and MeQ-5 (8y = 4.06. *Jeg). The dipolar-dipolar in-
teraction revealed by NOE effect (Fig. 1) between the
hydrogen atoms of the MeO-5 (6g = 4.06) and H-3”
(8z = 6.86) was used to locate the carbon atoms C-6
and C-7 of the flavan skeleton in the furan ring (1).
Consequently. the remaining methoxy group (8y/d¢:
4.04/61.33) was located at C-8, which was confirmed
by the long-range coupling of C-8 (6o = 129.62) with
the hydrogens of the MeO-8 (8g = 4.04. 3Jcg). The
13¢C chemical shifts of the methoxyl groups MeOQ-5
(8c = 60.55) and MeO-8 (8¢ = 61.33) are in accor-

dance with their localizations in hindrance positions. A
methoxy group linked to sp” carbon atom and located
at a position without steric hindrance reveals '3C sig-
nals about §c = 56 ppm.

The relative stereochemistry of (1) was determined
from the coupling constants revealed by 'H signals
corresponding to H-2, H-3 and H-4 (Table 1) and
by NOE effects observed 'H-'H-NOESY spectrum
(Fig. 1). The values corresponding to the vicinal in-
teraction (*Jy i) between the hydrogens H-2 and H-3
(J/ = 6.6 Hz) and H-3 (dd. J = 6.6 and 4.4 Hz) with
both H-2 and H-4 (J = 4.4 Hz) are consistent with the
relative configuration showed in (1) and (1a).

Consistent with these deductions, the NOESY spec-
trum showed cross peaks attributed to dipolar interac-
tion (space proximity, Fig. 1). which was also used to
confirm the location of the methoxyl groups: MeO-8
(8m 4.04) with H-2"/H-6" (g = 7.46): MeO-5 (g =
4.06) with both H-3" (8 = 6.86) and H-4 (6 =4.79);
H-3 (g = 3.90) with H-2"/H-6" (6 = 7.46) and H-2
(8 = 5.02) with H-4 (8 = 4.79).

All the data discussed above led to deduce the
relative configuration (2.3-trans-3.4-trans)-3.4.5.8-
tetramethoxy-(6.7.2".3")-f uranoflavan (1). Despite
the great distribution of flavonoids in nature. this type
of structure was only found in Derris araripensis and
Lonchocarpus subglaucescens [17]. The NOE effect
between MeO-8 and H-2°/H-6" (Fig. 1) points to the
possibility of an induced deshielding in the H-2 of
the isomer (2.3-trans-3.4-trans)-3.4.5,6-tetramethoxy-
(7.8:2”.3")-f uranoflavan (angular isomer) [17] by an
anisotropic effect, in accordance with the difference
observed in the chemical shifts of the H-2 and H-4 of

A B
100+ 1004
75 75
S g
s & Fig. 2. Effect of diplotropin
E 504 501 on  phasic  contractions
§ induced by 107 M his-
tamine (A) and acetyl-
25 26 choline (B) in guinea-pig
ileum. The columns and
bars represent the means and
o o S.E.M.. respectively (n = 4).
& 3 Significant differences are
f ~ indicated by “p < 0.05 and
*p < 0.001 (control x

diplotropin; Student’s test).
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Fig. 3. Effect of different concentrations of diplotropin on
the 10~6 M histamine (4)-. 10~¢ M acetylcholine (H)- and
40 mM KCl (o)-induced tonic contractions in guinea-pig
ileum. The symbols and vertical bars shown on the figure rep-
resent the means and S.E.M., respectively (n =6). *p < 0.05
and **p < 0.001 (KCI x acetylcholine, Student’s test).

the linear (1) and angular isomers. without neglecting
the possibility of a small conformational change. Thus,
this angular isomer revealing signals of H-2, H-3 and
H-4 with approximately same values of coupling con-
stants observed in the linear isomer (e.g. 1) may also
represent relative configuration (2.3-framns-3.4-trans).

Effect of diplotropin on histamine- or acetvicholine-
induced contractions in guinea-pig ileum

Diplotropin (1078 — 3. 10~* M) inhibited the pha-
sic contractions induced by both histamine or acetyl-
choline (Fig. 2A and B, respectively). The correspond-
ing values of ICs; obtained graphically were 2.3+ 1.1
and 4.6+ 0.8- 107> M for histamine and acetylcholine,
respectively.

Mechanism of action of diplotropin on guinea-pig
ileum: Effect of diplotropin on tonic contractions in-
duced by histamine, acetvlcholine or KCI

Cumulative addition of diplotropin during the de-
velopment of the tonic component of the contrac-
tions resulted in a concentration-dependent relaxation
in the guinea-pig ileum that had been precontracted
with histamine (10~% M). acetylcholine (10~ M) or
KCI (40 mM) (Fig. 3). The threshold concentration of
diplotropin was 10™% M for histamine, acetylcholine or
KCl induced contractions, but maximal relaxation oc-
curred at 3-10~* M for all tested contractile agents
(Fig. 3). The ECsy values (Fig. 4) were 4.4+ 1.4.

6.0x10°-
s 4.0x10%
&
v
20x10°
# *
o LI | wumm
Hist. ACh Kal

Fig. 4. EC5g values of diplotropin on the histamine-,
acetylcholine- or KCl-induced tonic contractions in guinea-
pig ileum. The columns and bars represent the means and
S.E.M.. respectively (m = 6). One-way ANOVA followed
by Bonferroni’s test. Significant differences are indicated by
*#p < 0.05. (histamine % acetylcholine or histamine x KCI).

100 s ®
" g'f
5 ) :
E 50 / _g
'5 4
o

25
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5 5 M 3 2 K
lag [CaCi] M

Fig. 5. Concentration-response curves to CaCl, in Ca>T-free
and high-K" depolarizing solution in guinea-pig ileum in
the absence, control (M) and presence of diplotropin [M]:
1077 (A):;3-1077 (#); 107* (o) and 3- 10 (e). Contrac-
tions expressed as percentage of the maximum control re-
sponses. Values are mean 4+ S.E.M. for 5 experiments. One-
way ANOVA followed by Bonferroni’s test. Significant dif-
ferences are indicated by *p < 0.05 (control x diplotropin
[M]: 1073;3-107%) and **p < 0.001 (control x diplotropin
[M]: 107*:3-107%).

107° M, 3.74£1.6-10°Mand 3.9+ 1.1- 107 M for
histamine, acetylcholine and KCl, respectively.

Effect of diplotropin on Ca’T-induced contractions in
Ca~*-fiee depolarizing solution

Fig. 5 shows the mean cumulative concentration-
response curves for CaCl, alone and in the presence of
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different concentrations of diplotropin (10 =>, 3- 1073,
10™* and 3 -10™* M). Diplotropin produced a non
parallel and concentration-dependent rightward shift
of the concentration-response curve to CaCl,. signif-
icantly reducing the maximal response (ICsq = 1.5+
0.8-107° M). Analysis of the data showed a linear re-
gression and the value of linear correlation coefficient
(r?) was 0.7. The pD’, and Schild slope values were
4.83 £0.37 and —0.62 4 0.23, respectively. indicating
a non-competitive blockade.

Discussion

In the present study. we have investigated the effects
of diplotropin on intestinal smooth muscle, and the
most important finding in this work is the demonstra-
tion that diplotropin exerts a nonselective spasmolytic
action. and that this effect is due in part to the inhi-
bition of Ca’" influx through the voltage-dependent
Ca’* channels.

Since diplotropin inhibited the contractions induced
by different contractile agents in smooth muscle of
guinea-pigileum (Figs 2 and 3). it would be reasonable
to affirm that diplotropin has no selectivity to the con-
tractile agents tested. Moreover, as the IC 5y and EC+g
values were not significantly different. it can be sug-
gested that diplotropin may be acting by a similar path-
way in the tissue studied.

In the guinea-pig ileum. the phasic component is
reached at 15 sec after the contact of the stimulus with
the tissue, while the tonic component is reached after
8 min under the same conditions [18].

In order to verify whether diplotropin acts on Ca*™
influx across the membrane, we evaluated its effect
on the tonic component of the contractile response in-
duced by acetylcholine, histamine or KCI in isolated
guinea-pig ileum. As shown in Fig. 3, diplotropin re-
laxed in a concentration-dependent manner the pre-
contracted ileum with the previously mentioned con-
tracturing agents. Independently of the contraction be-

ing evoked by either pharmacomechanical or elec-
tromechanical coupling, the maintenance of the tonic
component invelves activation of voltage-dependent
Ca’t channels [19]. Therefore we can postulate that
diplotropin may be acting by the blockade of Ca’*
influx through these channels to produce nonselective
spasmolytic effects.

The confirmation of this hypothesis resulted
from the observation that diplotropin inhibited in a
concentration-dependent manner the CaCl;-induced
contractions in guinea-pig ileum in Ca’T-free depo-
larizing solution (Fig. 5). Whether the flavonoid in-
hibits the Ca’T influx across the membrane acting in-
directly on voltage-dependent Ca’~ channels, blocking
protein kinase C or opening potassium channels. these
are questions that need to be answered.

Flavonoids are capable of modulating the activity of
many enzymes and have a remarkable spectrum of bio-
chemical and pharmacological activities [20]. Further-
more, the behavior of many cell systems, suggest that
these substances may possess significant gastrointesti-
nal, antihepatotoxic. antiallergic, antiinflammatory, an-
tiosteoporotic and even antitumor activities [21]. Many
of the biological actions of flavonoids have been at-
tributed to their antioxidant properties; however the
precise mechanisms by which flavonoids exert their
beneficial or toxic actions remain unclear.

In conclusion, we have shown that diplotropin pro-
duces spasmolytic effect in guinea-pig ileum and that
this effect is due in part to the inhibition of Ca?* in-
flux through voltage-dependent Ca”" channels. How-
ever, we do not discard other possible mechanisms that
have not been studied yet.
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Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA N
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL

Joao Pessoa, 8 de junho de 2005,
CEPA N" 0508/05

Ilmo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): Prof*. Dr" BAGNOLIA ARAUJO DA SILVA
Departamento/Setor: CCS/Programa de Pos-Graduagao em Produtos Naturais ¢

Sintéticos Bioativos - L'TF

Ref: Projeto de Pesquisa: CARACTERIZACAD DO MECANISMO DE ACAQ
ESPASMOLITICA DO 3455 TETRAMETOXI(2",3",6,7) FURANOFLAVANA,
FLAVONOIDE ISOLADO DE Diplotropis ferrugimea BENTH. (FABACEAE), E DOS
SEUS DERIVADOS SINTETICOS

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica da Umversidade Federal da Paraiba. em reumiio, ANALISOU ¢

APROVOU a execugdo do projeto acima.

Atenciosamente,

-

Prof. Dr. RI:'TNA : BREGA DE ALMEIDA
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIC DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA « UFPB « CAIXA POSTAL 5009 » CEP S8051-970
JOAD PESSON « PARAIBA » BRASIL » FAX (083} 218-7502 - 218-7511
FONE: (D83) 216-7173 - 216-7125 » Home Page: hitp\waww.itf ufpb br
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Anexo 2. Dados sobre o calculo do logP para diplotropina.

Chemical Structure task started on Fri Sep 16, 2005 at 11:50 AM

SEARCH for exact matches or related structures.
INCLUDE answers with additional components.

Search in substance classes.

Explored by Chemical Structure in REGISTRY.
Input structure:

Get References started for 179003-81-7

1 references were found for 179003-81-7 in CAPLUS and MEDLINE

Copyrights:

CAPLUS: Copyright © 2005 American Chemical Society. All Rights Reserved. (The UK patent material
in this product/service is UK Crown copyright and is made
available with permission. © Crown Copyright. The French
(FR) patent material in this product/service is made available
from Institut National de la Propriete Industrielle (INPI).)

MEDLINE: Produced by the U.S. National Library of Medicine

REGISTRY:: Copyright © 2005 American Chemical Society. All Rights Reserved. (Some records contain
information from GenBank(R). See also: Benson D.A., Karsch-
Mizrachi 1., Lipman D.J., Ostell J., Rapp B.A., Wheeler D.L.
Genbank. Nucl. Acids Res. 28(1):15-18 (2000). Property
values tagged with IC are from the ZIC/VINITI data file
provided by InfoChem.)

CASREACT: Copyright © 2005 American Chemical Society. All Rights Reserved. (In addition to
reactions indexed by CAS, CASREACT contains reactions
derived from the following sources: ZIC/VINITI database
(1974-1991) provided by InfoChem, INPI data prior to 1986,
and Biotransformations database compiled under the direction
of Professor Dr. Klaus Kieslich.)
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CHEMLIST, CHEMCATS: Copyright © 2005 American Chemical Society. All Rights Reserved.

~1 Reference

Registry Number:

Formula:

CA Index Name:

Property
Bioconc. Factor

Bioconc. Factor
Bioconc. Factor
Bioconc. Factor
Bioconc. Factor
Boiling Point

Enthalpy of Vap.
Flash Point

H acceptors

H donors

Koc

Koc

Koc

Koc

Koc

logh

logh

logD

logD

logD

logP

Molar Solubility
Molar Solubility
Molar Solubility
Molar Solubility
Molar Solubility
Molecular Weight
Vapor Pressure

179003-81-7

C21 H22 O6

OMe OMe

OMe

OMe

Ph

5H-Furo[3,2-g][1]benzopyran, 6,7-dihydro-4,5,6,9-tetramethoxy-7-phenyl-

(9Cl)

-- Properties --

Calculated
Value

123

123

123

123

123
479.3+45.0 °C

71.53+3.0 kJ/mol
255.7£31.8 °C

6

0

1090

1090

1090

1090

1090

3.05

3.05

3.05

3.05

3.05

3.053+0.437
Sparingly Soluble
Sparingly Soluble
Sparingly Soluble
Sparingly Soluble
Sparingly Soluble
370.40

6.92E-9 Torr

Condition
pH1

pH 4

pH 7

pH 8

pH 10
Press: 760.0
Torr

pH1
pH 4
pH 7
pH 8
pH 10
pH 1
pH 4
pH7
pH 8
pH 10

pH1
pH 4
pH 7
pH 8
pH 10

Temp: 25.0 °C

Note

(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD

(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
(1) ACD
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Notes:

(1) Calculated using Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software Solaris V4.67 (© 1994-
2005 ACD/Labs)

-- Resources --
References: ~1
STN Files: CAPLUS, CA
Database: REGISTRY (Copyright 2005 ACS)
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Anexo 3. Valores de CEsy e Emay referentes & diplotropina em ileo isolado de cobaia pré-contraido com ACh (10 M), na situacéo
controle ou na presenca de bloqueadores de canais para K* (experimental).

CEsp (M)

Controle

Experimental

Na presenca de:

Teste “t” de Student
(Controle x Experimental)

Emax (%)

Controle

Experimental

2,05+0,6x 107

6,5+3,4x10°

4-AP (3 x 10 M)

NS

85+ 8,0

89+ 10,0

2,4+0,6x10°

2,1+0,04x10™

IbTx (93 nM)

p < 0,001

85+ 8,0

45+ 2,0

Nota: Concentragdo molar (M); n&do-significante (NS).

Anexo 4. Valores de CEsy e Emax referentes a diplotropina em UGtero isolado de rata pré-contraido com Oci (102 Ul/mL), na
situacao controle ou na presenca de bloqueadores/inibidores diversos (experimental).

CEso (M) Na presenca de: Teste “t” de Student Emax (%)
Controle (KCI) | Controle (Oci) | Experimental " | (Controle x Experimental) | Controle Experimental
NT 1,7+05x 10~ | 3,8+0,7x 10" CsCI (5 mM) p <0,05 80+75 70+1,0
NT 1,7+05x10° | 59+15x10” TEA' (1 mM) p <0,05 8075 76 +5,0
NT 1,7+0,5x10° | 23+0,4x10° | 4-AP (0,3 mM) NS 80+7,5 75+ 3,5
NT 1,9+0,6 x10° | 9,0+3,1x 10" IbTx (93 nM) p < 0,05 80+4,0 50+120
21+0,3x10” NT 1,3+0,6 x10° | AMF (10* M) NS 85+25 97 +2,0

Nota: Concentracdo molar (M); ndo testado (NT); ndo-significante (NS).
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