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Resumo 



 

 

 
Estudos anteriores revelaram que diplotropina, flavonóide isolado de D. ferruginea 
Benth. apresentou efeito espasmolítico em íleo de cobaia por modulação dos 
canais para K+. Diante dessa premissa, objetivou-se aprofundar a investigação do 
mecanismo de ação espasmolítica de diplotropina, através de uma abordagem 
funcional e celular em íleo de cobaia, investigar o mecanismo de ação tocolítica e 
ainda testar e comparar o efeito do derivado sintético obtido a partir de 
modificações estruturais em diplotropina. Diplotropina relaxou o íleo pré-contraído 
com acetilcolina (CE50 = 2,4 ± 0,6 x 10-5 M) de maneira dependente de 
concentração e este efeito não foi sensível à 4-AP, um bloqueador seletivo dos KV 
porém, foi significantemente atenuado (CE50 = 9,0 ± 3,1 x 10-5 M) por IbTx, um 
bloqueador seletivo dos BKCa. O espasmo, contração muito comum no músculo 
liso, é dependente de um aumento da [Ca2+]i. Diante disso, investigou-se uma 
possível diminuição da [Ca2+]i induzida por diplotropina em miócitos isolados de 
íleo de cobaia. Diplotropina reduziu em 25 % a razão de fluorescência basal do 
fluoróforo de Ca2+, Fura-2, indicando que este flavonóide promove redução da 
[Ca2+]i, em miócitos isolados. Semelhantemente ao observado em íleo, 
diplotropina relaxou (CE50 = 1,7 ± 0,5 x 10-5 M) o útero de rata de maneira 
dependente de concentração e o mecanismo de ação neste órgão parece ser 
semelhante ao observado em íleo. Diplotropina relaxou (CE50 = 2,1 ± 0,3 x 10-5 M, 
R2 = 0,98), o útero de rata pré-contraído com 60 mM de KCl, de maneira 
dependente de concentração, mas não foi capaz de antagonizar as contrações 
induzidas por CaCl2 em meio despolarizante, descartando-se a possibilidade de 
que diplotropina estivesse bloqueando diretamente os CaV, levando a sugerir que 
o bloqueio do influxo de Ca2+ se dá indiretamente através da ativação de canais 
para K+. Dentre os bloqueadores de canais para potássio testados (CsCl, TEA+, 4-
AP e IbTx), somente a 4-AP não foi capaz de deslocar para a direita a curva de 
relaxamento induzida por diplotropina porém, foi a IbTx quem promoveu a maior 
inibição do efeito tocolítico de diplotropina, uma redução de, aproximadamente, 5 
vezes. Sabendo-se que tais canais podem ser fosforilados pela PKA e, como 
diplotropina, devido ao seu caráter lipossolúvel, pode atravessar a membrana 
plasmática e chegar ao meio intracelular, testou-se a possibilidade de que esteja 
interagindo com a enzima ciclase de adenilil, ativando-a e, conseqüentemente, a 
via de sinalização do monofosfato cíclico de adenosina (AMPC)-PKA, para 
promover atividade tocolítica. A aminofilina não interferiu no efeito de diplotropina 
em útero de rata, indicando que as fosfodiesterases não participam do 
mecanismo de ação tocolítico desse flavonóide. Após uma desmetilação oxidativa 
e, conseqüentemente, modificação estrutural de diplotropina e obtenção do 
derivado sintético, este perdeu a atividade relaxante anteriormente observada em 
íleo de cobaia e útero de rata e continuou sem efeito vasorelaxante mas passou a 
apresentar efeito relaxante, de maneira dependente de concentração e 
eqüipotente, em traquéia de cobaia pré-contraída com carbacol, tanto na 
presença (CE50 = 4,2 ± 0,8 x 10-5 M) como na ausência (CE50 = 2,7 ± 0,5 x 10-5 M) 
de epitélio funcional. Conclui-se que o mecanismo de ação espasmolítica de 
diplotropina tanto em íleo como em útero provavelmente se dá por abertura dos 
BKCa e, indiretamente, bloqueio dos CaV. Em íleo de cobaia, a abertura dos BKCa 
parece levar a uma redução da [Ca2+]i livre. E ainda que, após modificação 
estrutural, o derivado sintético de diplotropina perde tais efeitos, continua sem 
apresentar efeito vasorelaxante e adquire efeito relaxante em traquéia de cobaia. 
Palavras-chave: ação espasmolítica; diplotropina; canais para potássio. 
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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 (EC50 = 2.4 ± 0.6 x 10-5 M) in a concentration-
dependent manner and this effect was not sensitive to 4-AP, a KV selective 
blocker, however, it was significantly attenuated by IbTx 
(EC50 = 9.0 ± 3.1 x 10-5 M), a selective BKCa blocker. Spasm, a very common 
contraction of smooth muscle, is dependent of an increase of [Ca2+]i. Before that, a 
possible decrease of the [Ca2+]i 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 [Ca2+]i, in isolated myocytes. Likewise observed in ileum, diplotropin relaxed 
rat uterus (EC50 = 1.7 ± 0.5 x 10-5 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 (EC50 = 2.1 ± 0.3 x 10-5 M) pre-contracted rat 
uterus with KCl, in a concentration-dependent manner (R2 = 0.98), but it was not 
capable to antagonize CaCl2-induced contractions in Ca2+-free depolarizing 
medium, discarding the hypothesis that diplotropin was directly blocking CaV 
channels, suggesting that the blockade of the Ca2+ 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 
(EC50 = 4.2 ± 0.8 x 10-5 M) or absence (EC50 = 2.7 ± 0.5 x 10-5 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 CaV 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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1 INTRODUÇÃO 
 

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 egípcios encontrados revelaram que esse povo já 

conhecia o efeito dos sedativos e, por volta de 1600 a.C., já apresentavam 

estudos com cerca de oitocentas plantas medicinais (ELDIN; DUNFORD, 

2001). 

Os vegetais são importantes fontes de produtos biologicamente ativos, 

melhores conceituados por Gottlieb et al. (1996) como metabólitos especiais. 

A fantástica variedade e complexidade dos metabólitos secundários 

biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluído como mecanismo 

de defesa destes vegetais às condições ambientais ricas em microrganismos, 

insetos, animais e também às condições de adaptação e regulação 

(REINBOTHE et al., 1990).  

No contexto da evolução das plantas terrestres, estima-se que 

aproximadamente 500.000 espécies ocupam todo o planeta, sendo que, 50 % 

delas são angiospermas (BRITO, 1986). Desta forma, as plantas constituem 

um enorme laboratório de síntese orgânica, conhecem-se cerca de 50.000 

metabólitos secundários isolados de angiospermas, muitos destes ainda sem 

qualquer avaliação com relação ao seu potencial farmacológico. Segundo o 

Phytochemical Dictionary (HARBORNE, 1993), o número de compostos com 

atividade biológica bem caracterizada totaliza 2.793. 

O emprego de plantas com o objetivo de recuperar ou manter a saúde é 

uma prática que se confunde com a própria história da humanidade. A 

medicina popular, desde os primórdios da civilização, fundamenta-se no uso de 

plantas como um dos únicos elementos de cura que o homem conhecia, 

porém, apesar do surgimento dos medicamentos sintéticos, jamais 

desapareceu por completo (LIMA et al., 2001). 

A pesquisa farmacológica de plantas medicinais tem propiciado não só 

avanços importantes para a terapêutica de várias doenças como também tem 

fornecido ferramentas extremamente úteis para o estudo teórico da fisiologia e 

da farmacologia (DOHADWALLA, 1985). 
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Estima-se que 50 % da população 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 saúde (JORQUERA, 

1993; MIGUEL; MIGUEL, 2004). 

O Brasil possui uma grande diversidade genética de espécies de 

plantas, mas somente 10 % têm sido avaliadas com respeito às suas 

características biológicas e apenas 5 % com objetivos fitoquímicos (LUNA, 

2005). 

Infelizmente o nosso País, nos últimos anos, passou por grandes 

mudanças no plano econômico, o que gerou severos danos aos programas 

sociais de saúde, e a descontinuidade destes programas tem gerado impacto 

negativo sobre o consumo e mercado de medicamentos. Contudo, a 

população, vítima deste descaso tenta minorar estes problemas através da 

“automedicação tradicional” (MIGUEL; MIGUEL, 2004). 

As plantas, como medicamento, têm sido utilizadas por grande parte de 

nossa população, em diversos países industrializados, estas possuem 

significativa representação, pois, de acordo com Jorquera (1993), dos 173 

bilhões de dólares em fármacos consumidos em 1990, cerca de 25 % contém 

pelo menos um componente de origem vegetal ou são sintetizados a partir 

destes. As plantas são utilizadas em quase todo o mundo como matéria-prima, 

na forma de extratos, óleos essenciais e substâncias químicas puras ou semi-

sintéticas. 

O Brasil exporta cerca de 7 milhões de dólares anuais em extratos, 

dentre eles o alcaçuz, alóes, bardana, arnica, catuaba, ipecacuanha e quina. 

Porém o país importa a quase totalidade de produtos naturais de alto valor 

unitário, dentre eles alcalóides, hormônios esteroidais, glicosídeos, drogas 

vegetais e seus extratos, óleos essenciais e corantes naturais, para o uso da 

indústria farmacêutica e de cosméticos. Dentre os produtos importados figuram 

aqueles que compõem a Relação Nacional de Medicamentos Essenciais 

(RENAME), como glicosídeos cardiotônicos, digoxina, deslanosídeo e 

tiocolchicosídeo (MIGUEL; MIGUEL, 2004). 

No Brasil, a utilização de plantas medicinais é uma prática bastante 

difundida, sendo resultante de um acúmulo secular de conhecimentos 
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empíricos ou experimentais, por diversos grupos étnicos, sobre as ações das 

plantas medicinais. 

A escolha da planta para estudo químico e farmacológico baseada em 

seu uso na medicina popular é um dos meios que podem conduzir à 

descoberta de novos medicamentos ou substâncias que possam servir como 

ferramentas farmacológicas ou modelos para a síntese de novos fármacos. 

Diversos trabalhos e revisões foram escritos e descrevem a importância 

de substâncias de fontes naturais para tratar doenças, bem como o papel 

altamente significativo que os produtos naturais possuem no processo de 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (NEWMAN et al., 2003), 

apesar de que, nos dias atuais, as grandes companhias farmacêuticas tenham 

reduzido significativamente, ou até mesmo eliminado, a busca por novos 

agentes terapêuticos a partir de fontes naturais (GULLO; HUGHES, 2005),  

Mesmo com a significante redução da prospecção de novos agentes 

terapêuticos a partir de fontes naturais, estima-se que 25 % de todo o 

faturamento da indústria farmacêutica brasileira (aproximadamente 8 bilhões de 

dólares) 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 alcançado a cifra de 550 milhões de dólares no ano 

de 2001 (KNAPP, 2001). 

Juntos, a descoberta de novos produtos naturais, a química 

combinatória e computacional oferecem maiores oportunidades para se 

encontrar pequenas e novas moléculas que possam levar à descoberta de 

fármacos úteis no tratamento de diversas doenças (HARVEY, 2000; GULLO; 

HUGHES, 2005).  

A Fabaceae é uma grande família de ervas, arbustos e árvores com 

grande variedade de habitats, incluindo aquáticas, xerófitas e trepadeiras. Tem 

distribuição cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas 

(HEYWOOD, 1996) e é constituída por 476 gêneros e 13.855 espécies 

(STEVENS, 2005). 

Dentre as várias espécies da família Fabaceae, destaca-se Bowdichia 

virgilioides Kunt., espécie conhecida como “sucupira” cujas sementes são 

usadas na medicina popular brasileira para o tratamento do reumatismo, artrite 

e doenças da pele, enquanto que, as cascas do seu caule são muito 
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empregadas no tratamento da diarréia crônica e para purificação do sangue 

(CORRÊA, 1984). Marinho (1991) também observou que tanto o extrato como 

alcalóides quinolizidínicos isolados de B. virgilioides apresentam atividade 

espasmolítica em íleo isolado de cobaia e útero isolado de rata.  

Produtos naturais de várias classes já foram isolados de espécies da 

família Fabaceae, incluindo flavonóides, benzofuranóides, óleos essenciais, 

triterpenóides e alcalóides de Bowdichia virgilioides Kunt. (MARINHO, 1991; 

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

O gênero Diplotropis é muito pouco estudado, havendo, até hoje, apenas 

nove trabalhos descritos na literatura, sendo cinco destes no âmbito da 

fitoquímica (BRAZ-FILHO et al., 1973; KINGHORN et al., 1982; ALMEIDA et 

al., 2003; 2004; ALMEIDA, 2004), e quatro no âmbito da farmacologia (LIMA et 

al., 2003a, b; MEDEIROS et al., 2003; LIMA, 2004) todos eles desenvolvidos 

pela equipe do Laboratório de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas 

do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da Universidade Federal da 

Paraíba. 

Diplotropis ferruginea Benth. (Figura 1) é uma árvore, medindo de 10 a 

12 m de altura e, aproximadamente, 40 cm de diâmetro (LEWIS, 1994; The 

New York Botanical Garden - NYBG, 02/08/2005), é popularmente conhecida 

no Nordeste do Brasil como “sucupira-preta”. Suas cascas, nas formas de 

tintura e decocto, são bastante utilizadas na medicina tradicional para o 

tratamento do reumatismo, artrite e diabetes (CORRÊA, 1984). 

A partir do fracionamento da fase hexânica obtida do extrato etanólico 

bruto das cascas do caule dessa espécie, foi isolado um furanoflavonóide 

(Fluxograma 1) pertencente à classe dos flavanodióis, o 3,4,5,8-tetrametoxi-

6,7,2”,3”-furanoflavana (Figura 2), vulgarmente conhecido como diplotropina, 

sólido branco na forma de cristais com fórmula molecular C21H22O6 e 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 química do flavonóide diplotropina (3,4,5,8-tetrametoxi-

6,7,2”,3”-furanoflavana). 
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Foto: Medeiros, D.F. Foto: Medeiros, D.F. 
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Foto: Cerqueira, G.S.
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Os flavonóides são os pigmentos responsáveis pela coloração das 

pétalas e pela diferenciação das diversas tonalidades das cores amarela, 

laranja e vermelha das flores (TIMBERLAKE; HENRY, 1986). Estes compostos 

pertencem a uma classe de produtos naturais amplamente distribuída no reino 

vegetal e, atualmente, consumidos em grande quantidade na alimentação 

diária (DI CARLO et al., 1999). Estruturalmente são compostos fenólicos 

presentes em grande número de plantas vasculares, podendo ocorrer no 

estado livre ou associados a açúcares, ou alquilados como éteres metílicos, 

esterificados, dentre outros (WOLLENWEBER, 1994). Estes compostos 

também são conhecidos como bioflavonóides e formam um grupo com 

aproximadamente 4000 compostos (HAVSTEEN, 1983). A enorme variedade 

estrutural destes metabólitos e os diversos estudos químicos, genéticos e 

enzimológicos refletem o crescente e continuado interesse de químicos, 

farmacólogos e biólogos nesta classe de compostos (WOLLENWEBER, 1994). 

Estes compostos são bastante importantes não somente para as plantas, mas 

também para os animais, incluindo os seres humanos. 

Acredita-se que, provavelmente, os flavonóides existem no reino vegetal 

há um bilhão de anos (RUSAK et al., 2002). Esta extensa interação entre os 

flavonóides das plantas e os seres humanos tem estimulado muito interesse 

pelas atividades bioquímicas e fisiológicas dessa classe de substância (DI 

CARLO et al., 1999). 

Esta classe de metabólitos secundários também é encontrada em 

diversas plantas medicinais, e muitos remédios derivados de ervas medicinais 

contendo flavonóides são bastante utilizados em todo o mundo. 

Os flavonóides são capazes de modular a atividade de enzimas e afetar 

o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que estes 

compostos têm significantes atividades anti-hepatotóxica (SOIKE; LENG-

PESCHLOW, 1987), proteção vascular (BERETZ; CAZENAVE, 1988), 

anti-hipertensiva (CONSENTINO; VOLPE, 2002; VILAR et al., 2002), 

antioxidante (BLASA et al., 2006; MEYER; HEINONEN; FRANKEL, 1997), 

antiinflamatória (KIM et al., 2004; LI et al., 2005; AHMED et al., 2005), 

antialérgica (SAMUELSON, 1993; BERG; DANIEL, 1988), hipoglicemiante 

(PEREZ et al., 2000), antiosteoporótica (EATON-EVANS, 1994), anticâncer 

(WANG et al., 2005; LI et al., 2005; VAN ERK et al., 2005; AKBAS; TIMUR; 
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OZBEN, 2004), espasmolítica (MIDDLETON, 1984; ABDALLA; ABU-ZARGA, 

1987; CAPASSO et al., 1988, 1991a, 1991b; DI CARLO et al., 1999; LIMA, 

2004; LIMA et al., 2005) e tocolítica (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 

1997, 2000). 

Os flavonóides são conhecidos por atuar nos vasos sanguíneos da 

mesma forma que a vitamina P, e estes compostos são necessários para a 

manutenção da permeabilidade vascular normal (DI CARLO et al., 1999). Os 

primeiros estudos que descrevem as propriedades dos flavonóides sobre a 

resistência vascular constam de 1936, onde foi observado que a citrina, uma 

mistura da hesperidina com o glicosídeo eriodictiol, normalizou a resistência 

capilar em pacientes com certas patologias que envolviam uma diminuição da 

resistência vascular (GABOR, 1988). Mais recentemente, os efeitos do 

O-(β-hidroxietil)-rutosídeo (HR) foram observados em pacientes com 

insuficiência venosa crônica e observou-se que houve um restabelecimento 

dos parâmetros hemorreológicos (TIMEUS, 1985). Também existem dados que 

sugerem um efeito promissor dos flavonóides na angina pectoris 

(GOTTSEGEN, 1981). 

Recentemente, o óxido nítrico (NO) foi proposto como um mediador da 

secreção intestinal associada com a administração de laxantes (MASCOLO et 

al., 1994a; MASCOLO et al., 1994b), e Di Carlo et al. (1996) postularam que o 

NO poderia estar envolvido na atividade da quercetina no intestino. As ações 

de muitos flavonóides podem estar correlacionadas com sua capacidade de 

interagir com o NO, um mediador de vários sistemas biológicos (MONCADA 

et al., 1991). Por exemplo, flavonóides que são conhecidos por “sequestrar” 

radicais livres oxigenados e recentemente, estudos sugerem que talvez eles 

também sejam “sequestradores” muito potentes do NO, aumentando a 

especulação de que eles desempenham um papel nos supostos efeitos 

terapêuticos dos flavonóides (VAN ACKER et al., 1995). 

O NO é formado por uma enzima conhecida como sintase do óxido 

nítrico (NOS), que é um tipo de enzima diaforase. Estudos recentes sugerem 

que os flavonóides 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 concentração, sugerindo que estes flavonóides talvez também 



Introdução 

 

9 
 

sejam capazes de inibir a produção 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, NG-nitro-L-

arginina metil éster e NG-monometil-L-arginina (L-NAME e L-NMMA). Este pré-

tratamento potencializou o retardo do trânsito, secreção intestinal e diarréia 

causados pela quercetina, e dessa forma sugerindo que o NO está envolvido 

na atividade gastrintestinal da quercetina. 

Há relatos de que os flavonóides têm efeitos na motilidade intestinal 

tanto in vitro como in vivo (DI CARLO et al., 1999), também como agente 

antiulcerogênico (IZZO et al., 1994), antiespasmódico (CAPASSO et al., 1991a; 

CAPASSO et al., 1991b), anti-secretório ou antidiarréico (DI CARLO et al., 

1993). Foi relatado que a quercetina e outros flavonóides inibiram as 

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

1986). 

Capasso et al. (1991a), testaram 13 flavonóides de várias classes 

(apigenina, catequina, crisina, flavona, hesperetina, campferol, morina, 

miricetina, naringenina, naringina, floridzina, quercetina e taxifolina) sobre as 

contrações induzidas por PGE2, LTD4, acetilcolina (ACh) e BaCl2 em íleo 

isolado de cobaia, e observaram que todos eles inibiram estas contrações. 

Capasso et al. (1991b) também observaram que os flavonóides inibiram as 

contrações induzidas eletricamente e por uma variedade de agonistas, dentre 

eles a ACh, 5-hidroxitriptamina, histamina e algumas prostaglandinas, em íleo 

isolado de cobaia. 

Em útero isolado de rata, Revuelta et al. (1997) observaram que os 

flavonóides genisteína, campferol e quercetina apresentaram efeito relaxante 

sendo que para o campferol e a quercetina este efeito parece estar relacionado 

ao aumento do AMPC no meio intracelular, já para a genisteína este efeito está 

inversamente relacionado ao grau de despolarização induzido neste órgão. 

Em estudos realizados no Laboratório de Farmacologia Funcional Prof. 

George Thomas, do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da UFPB, Lima 

(2004) investigou uma possível atividade espasmolítica de diplotropina em 

vários músculos lisos isolados, como aorta de rato, traquéia e íleo de cobaia e 

útero de rata, e os resultados obtidos mostraram que este flavonóide só 
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apresentou atividade espasmolítica em útero de rata e íleo de cobaia, sendo 

mais potente e eficaz neste último órgão.  

Inicialmente, foi observado que diplotropina parecia estar promovendo 

tal efeito espasmolítico em íleo isolado de cobaia, por inibir o influxo de Ca2+ 

através dos canais para Ca2+ dependentes de voltagem (CaV) (LIMA et al., 

2005). Porém, outros estudos evidenciaram que o mecanismo pelo qual 

diplotropina exerce efeito relaxante em íleo de cobaia não se dá por inibição 

direta do influxo de Ca2+ através dos CaV, parecendo envolver indiretamente a 

ativação ou modulação dos canais para K+ (LIMA, 2004). Isto porque, em nível 

funcional, o efeito relaxante de diplotropina sobre o íleo pré-contraído com 

10-6 M de ACh foi atenuado significantemente quando na presença de 5 mM de 

cloreto de césio (CsCl), um bloqueador não seletivo dos canais para potássio 

(LATORRE et al., 1989) e também na presença de 10-7 M de caribdotoxina 

(ChTx), um bloqueador não seletivo dos BKCa e KV (GIANGIACOMO et al., 

1999; MULLMANN et al., 2001; SCHROEDER et al., 2002). 

Fisiologicamente, o espasmo, contração muito comum neste tipo 

músculo, é dependente do aumento da concentração intracelular de Ca2+ 

([Ca2+]i) (SOMLYO; SOMLYO, 1994), seja por liberação dos estoques 

intracelulares ou por sua entrada através de canais de Ca2+ na membrana 

plasmática (THORNELOE; NELSON, 2005), e este aumento da [Ca2+]i é um 

fator chave para muitas respostas celulares dependentes da ligação a íons 

Ca2+ e para um vasto número de moléculas efetoras, tais como algumas 

enzimas, proteínas contráteis e canais iônicos presentes na membrana. 

Os canais iônicos desempenham papel crucial para a rápida transmissão 

de informações entre as células traduzindo os sinais na forma de mudanças no 

potencial de membrana (Vm), compreendendo dois processos: a 

despolarização e a hiperpolarização da membrana (YU; CATTERALL, 2004). 

Estes sinais elétricos resultam, na sua maioria, em oscilações na concentração 

de Ca2+ intracelular livre ([Ca2+]i). Dessa forma, promovendo o controle de 

inúmeros processos fisiológicos, tais como: secreção hormonal, transmissão e 

processamento de informações pelo sistema nervoso central, sensações 

somáticas e a própria contração muscular. Todos esses processos são 

mediados, pelo menos em parte, por membros da superfamília de canais 

sensíveis à voltagem, dentre eles, os KV, os BKCa, os CaV, os canais para Na+ 
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sensíveis à voltagem (NaV), os canais abertos por nucleotídeos cíclicos (CNG), 

os canais ativados por hiperpolarização e nucleotídios cíclicos (HCN), os 

canais receptores de potencial transiente (TRP), os canais de potencial 

transiente (TPC), os canais para K+ retificadores de entrada (Kir) e os canais 

para K+ de dois poros (K2P) (YU; CATTERALL, 2004). 

Sabe-se que nas células do músculo liso estão mais comumente 

expressos os BKCa, canais para Cl- e canais catiônicos ativados pelo receptor 

muscarínico, que além de sensíveis ao Ca2+ intracelular, são regulados por 

proteínas-G (INOUE; ISENBERG, 1990b). A atividade de todos esses canais 

reflete em variações na [Ca2+]i da vizinhança imediata do lado intracelular da 

membrana plasmática (BENHAM; BOLTON, 1986). 

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

sinalização bioquímica ativada durante o processo contrátil. A contração é, 

basicamente, resultante de um aumento da [Ca2+]i que pode ser de origem 

extracelular, a partir de uma inversão no potencial de membrana ou, 

indiretamente, após ligação de agonistas aos seus receptores levando à 

abertura de canais para Ca2+ operados por voltagem do tipo L (CaV-L) 

(CASTEELS; SUZUKI, 1980; NEILD; KOTE-CHA, 1987; NELSON et al., 1988). 

A origem do Ca2+ intracelular pode ser resultado da ativação de receptores 

específicos na membrana do retículo sarcoplasmático (RS), organela que 

representa a principal fonte de Ca2+ intracelular, devido ao aumento dos níveis 

de 1,4,5-trisfosfato de inositol (InsP3), promovido após a interação 

agonista/receptor e ativação da fosfolipase C (PLC); da liberação do Ca2+ por 

interação do próprio Ca2+ com o receptor de rianodina (RyR, sensível à 

cafeína), também presente na membrana do RS (DELLIS et al., 2006) e, por 

fim, do aumento da [Ca2+]i mediado por um trocador Na+/Ca2+ reverso na 

membrana plasmática (BLAUSTEIN, 1989). 

 Recentemente foi descoberto um mecanismo de entrada de Ca2+ no 

meio intracelular mediado diretamente por ativação de receptores de 

1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3R) situados na membrana plasmática (DELLIS et 

al., 2006), mas seu papel na contração do músculo liso ainda não está bem 

esclarecido. Porém, a principal porta de entrada para o Ca2+ que vem do meio 

extracelular são os CaV (CATTERALL, 2000), e como a abertura de tais canais 

é controlada por variações no Vm das células da musculatura lisa, a contração 
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no músculo liso está intimamente relacionada com o Vm dessas células, onde 

eventos de despolarização levam à contração, enquanto que eventos de 

repolarização ou hiperpolarização levam ao relaxamento deste músculo 

(NELSON et al., 1990; KNOT et al., 1996; THORNELOE; NELSON, 2005). 

 O íon Ca2+, advindo de qualquer meio, quando em quantidades elevadas 

no meio intracelular pode ligar-se à calmodulina (CaM) e contribuir para a 

formação do complexo [(Ca2+)4-CaM] que, por sua vez, pode ativar a cinase da 

cadeia leve da miosina (MLCK). O novo complexo formado 

[(Ca2+)4-CaM-MLCK] constitui a forma ativa da MLCK, que tem como função 

fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC20), e esta fosforilação permite o 

desencadeamento do mecanismo de ciclização das pontes cruzadas entre os 

filamentos de actina e miosina favorecendo um deslizamento entre estes 

filamentos e, conseqüentemente, o desenvolvimento da contração (ALLEN; 

WALSH, 1994; SOMLYO; SOMLYO, 1994; 2003). 

 O equilíbrio entre a MLCK e a fosfatase da cadeia leve da miosina 

(MLCP) funciona como um mecanismo regulador reversível de 

fosforilação/desfosforilação que integra a contração no músculo liso 

(WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). 

Novos estudos sobre mecanismos de contração de músculos lisos 

revelam uma via acessória que contribui para este fenômeno: a modulação da 

MLC pela inibição da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2000). A MLCP é formada 

por 3 subunidades: uma catalítica (PP1c), uma regulatória (MYPT1) e outra, 

com 20 kDa, de função até então desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). O 

mecanismo de inibição da MLCP inicia-se a partir da ativação da pequena 

proteína ligante de GTP (RhoA), dependente da proteína G12/13. O complexo 

RhoA-GTP estimula a sua cinase associada (ROK) e uma fosfolipase D (PLD), 

que é específica para fosfatidilcolina, liberando ácido fosfatídico, o qual sofre 

desfosforilação, formando diacilglicerol (DAG) e ativação sustentada da 

proteína cinase C (PKC) (EXTON, 1997). A ativação da PKC pode resultar da 

ativação, dependente da proteína Gq, da PLC que forma DAG a partir da 

hidrólise do 4,5-bifosfato de inositol (PIP2). As proteínas ROK e PKC podem 

agir de forma isolada ou em cooperação para inibir a atividade da MLCP 

(SOMLYO; SOMLYO, 2000) e, desta forma, manter a contração. Apesar de a 

proteína ROK fosforilar diretamente a MLC (TOTSUKAWA et al., 2000), seu 
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mecanismo de ação para sensibilização do Ca2+ parece se dar por inibição da 

MLCP, e este mecanismo se dá por fosforilação direta dos resíduos Thr696 e 

Thr853 da MYPT1 humana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROK também pode 

fosforilar o resíduo Thr38 da CPI-17 (uma proteína inibitória endógena), 

contribuindo para o aumento da sua potência inibitória sobre a MLCP, 

chegando a mais de 1000 vezes (SOMLYO; SOMLYO, 2003). 

Se o mecanismo contrátil se dá pelo aumento da [Ca2+]i, o relaxamento 

do músculo liso se dá pelo retorno dos níveis de Ca2+ livre no citosol aos níveis 

basais (SOMLYO et al., 2004). Tal redução na [Ca2+]i pode ocorrer, 

basicamente, por dois mecanismos, o eletromecânico, que é a repolarização 

(ou hiperpolarização) de membrana, ou o fármaco-mecânico, que ocorre a 

partir da ativação de receptores de membrana e, conseqüentemente, inibição 

das vias bioquímicas que levam a contração (WOODRUM; BROPHY, 2001).  

De grande importância para tal fenômeno é o movimento dos íons K+, 

através de canais presentes na membrana plasmática, contribuindo para a 

regulação do influxo de Ca2+ através dos CaV (HUANG, 1998). Assim, os 

canais para potássio desempenham um papel chave na regulação do Vm e na 

excitabilidade celular. O Vm do músculo liso depende do balanço entre o 

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

da condutância ao K+ levando a uma despolarização. A abertura do canal para 

K+ hiperpolariza a membrana das células musculares lisas levando a uma 

redução na probabilidade de abertura dos CaV e, portanto, a um relaxamento 

(KNOT et al., 1996). 

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

relaxamento observado no músculo liso vem sendo estudada em diferentes 

tecidos e relacionada com diferentes tipos de canais para K+, alguns autores 

apresentando somente evidências farmacológicas envolvendo a resposta 

contrátil, como por exemplo, os canais para K+ sensíveis ao ATP (KATP) em 

traquéia de cobaia (SHIKADA; TANAKA, 1995), em músculo longitudinal de 

íleo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD, 1996) e de cobaia (SUN; 

BENISHIN, 1994), os canais BKCa em músculo liso longitudinal de íleo de 

cobaia (UYAMA et al., 1993), em traquéia de porco (KANNAN; JOHNSON, 

1995), canais para K+ de pequena condutância ativados por Ca2+ (SKCa) em 

útero de rata (SILVA et al., 1996), outros associando experimentos de 
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contração e eletrofisiológicos, como por exemplo, os canais para K+ de 

pequena condutância ativados por Ca2+ em aorta de rato (SILVA et al., 1994), 

os canais BKCa em traquéia de cão (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 íleo 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, há pelo 

menos quatro diferentes famílias de canais para K+ identificadas, a dos BKCa, 

dos KV, dos KATP e dos Kir (NELSON; QUAYLE, 1995). Sendo que, a 

repolarização ou hiperpolarização de membrana ocorre devido, principalmente, 

a ativação dos BKCa, que são ativados quando a [Ca2+]i se eleva na ordem de 

μM, e a ativação dos KV, em decorrência à despolarização de membrana 

(LEDOUX et al., 2006). Tal ativação leva a uma redução no influxo de Ca2+ 

através dos CaV por sua inibição e, conseqüentemente, a uma redução da 

[Ca2+]i (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 2006).  

Diante do exposto, compostos como os ativadores de canais para K+ 

podem hiperpolarizar a membrana e, indiretamente, bloquear os CaV-L, inibir o 

influxo de Ca2+, e conseqüentemente, diminuírem a [Ca2+]i, inibindo a contração 

(WESTON; EDWARDS, 1992; KURIYAMA et al., 1995; LEDOUX et al., 2006; 

LIN et al., 2006). 

Os mecanismos que podem resultar em relaxamento e que estão 

diretamente relacionados com um acoplamento fármaco-mecânico incluem a 

fosforilação via PKG (proteína cinase dependente de GMPC) ou PKA de vários 

substratos, podendo promover: (1) o aumento na atividade da Ca2+-ATPase 

tanto do RS (SERCA) como da membrana plasmática (PMCA), promovendo 

aumento do seqüestro e extrusão de Ca2+, respectivamente, reduzindo a 

[Ca2+]i; (2) a inativação dos IP3R e redução da sua capacidade de liberar Ca2+ 

do RS; (3) a diminuição da formação do InsP3 e, conseqüentemente, redução 

da liberação de Ca2+ do RS; (4) a inibição da MLCK, reduzindo sua afinidade 

pelo [(Ca2+)4-CaM], e a fosforilação de teloquina, que promove a ativação da 
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MLCP, ambos os processos causando uma redução nos níveis de MLC 

fosforilada e da própria contração; (5) a inibição dos CaV, promovendo uma 

redução da [Ca2+]i por diminuição do influxo de Ca2+; (6) a ativação de canais 

para K+, que indiretamente, por repolarização ou hiperpolarização, causam a 

desativação dos CaV (WOODRUM; BROPHY, 2001; DUTTA et al., 2002; 

DANILA; HAMILTON, 2004).  

Em células do músculo liso intestinal, agonistas muscarínicos M3 (ex. 

carbacol) induzem oscilações na [Ca2+]i com variações concomitantes na 

probabilidade de abertura dos BKCa e canais catiônicos (ZHOLOS et al., 1994; 

KOHDA et al., 1996, 1998). Isto promove oscilações sincronizadas no Vm e na 

entrada de Ca2+ induzida por despolarização. Porém, muitos aspectos 

importantes deste complexo de interações entre o Vm, [Ca2+]i e a atividade de 

dois tipos de canais para Ca2+ sensíveis ao Ca2+, os intracelulares e os da 

membrana, ainda necessitam de esclarecimentos (GORDIENKO et al., 1999). 

Semelhantemente ao que ocorre em outros tipos de células do músculo 

liso, tal como em miócitos de íleo isolados de cobaia, um aumento na [Ca2+]i é 

primordial para o controle da atividade contrátil no miométrio (WORD, 1995). 

No miométrio, o Ca2+ é considerado o principal íon, exceto no final da gravidez, 

quando o íon 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 Ca2+ 

nas células miometriais medeia as variações no potencial de membrana e 

funcionam como um sinal interno para a contração. Consequentemente, o 

entendimento das bases para a regulação da atividade elétrica do miométrio é 

um fator chave para o entendimento da regulação do Ca2+ miometrial e da 

atividade contrátil. De tal forma, o controle da movimentação iônica pode prever 

um alvo responsável pelo controle das contrações uterinas (SANBORN, 2000). 

Um número de canais para Ca2+ miometriais tem sido bem descritos, 

incluindo os CaV-L, os CaV-T (INOUE et al., 1990a; INOUE; SPERELAKIS, 

1991; SPERELAKIS et al., 1992; MIRONNEAU, 1993; SANBORN, 1995) e uma 

nova classe de canais iônicos envolvidos na entrada de Ca2+ tem sido descrita 

recentemente, e várias destas proteínas estão presentes nas células 

miometriais. Membros  da família dos receptores de potencial transiente (TRP) 

são proteínas da membrana plasmática implicadas na entrada de Ca2+ nessas 
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células em resposta a sinais resultantes a apartir do InsP3 gerado e/ou da 

depleção dos estoques desse íon no meio intracelular (BIRNBAUMER et al., 

1996). 

O mecanismo de contração uterino é similar aos outros tipos de 

músculos lisos (WRAY, 1993; WRAY et al., 2001). Para que haja ativação 

dessa contração é necessário que haja um aumento global da [Ca2+]i, sendo 

que a principal fonte de Ca2+ ativador no miométrio é o fluido extracelular 

(SHMIGOL et al., 1998; WRAY et al., 2001) o qual pode entrar no 

compartimento citoplasmático durante uma despolarização de membrana ou 

após estímulo de um agonista. Neste último caso, a liberação de Ca2+ dos 

estoques intracelulares, p ex.: RS, pode ser o mecanismo predominante 

responsável pela elevação da [Ca2+]i, que precede a ativação da entrada de 

Ca2+ através de canais iônicos na membrana. Após o término do estímulo, o 

relaxamento se dá por recaptação do Ca2+ para os estocadores intracelulares 

de Ca2+ e extrusão para o meio extracelular (KARAKI et al., 1997). 

Devido ser necessária uma elevação global da [Ca2+]i para iniciar-se 

uma contração, elevações localizadas da [Ca2+]i, tais como os “Ca2+ sparks” e 

“Ca2+ puffs” iniciados espontaneamente ou em resposta a agonistas, por 

exemplo o InsP3 (YAO et al., 1995), não contribuem para a ativação da 

contração porém, podem ser importantes para a regulação da excitabilidade da 

membrana uterina (NELSON et al., 1995) e ativação localizada de vias de 

transdução específicas (RASMUSSEN et al., 1987). O RS ocupa 

aproximadamente 7,5 % do volume celular uterino total (excluindo mitocôndria 

e núcleo). A abundância do RS em células do músculo liso uterino e suas 

variações de acordo com o ciclo estral ou estado de gravidez sugere que esta 

organela pode estar envolvida na regulação da sinalização dos miócitos 

uterinos durante os estados de gravidez e parto (SHMYGOL; WRAY, 2004). 

Em miócitos uterinos os mecanismos de sinalização para liberação de 

cálcio intracelular envolvem principalmente a ação de agonistas como a 

ocitocina, as prostaglandinas, os α-adrenérgicos e os muscarínicos. A ligação 

de tais agonistas aos seus receptores na superfície da membrana proporciona 

a ativação da fosfolipase C (PLC) via proteínas-G, resultando na produção de 

InsP3 e, conseqüentemente, liberação de Ca2+ do RS (MARC et al., 1986; 

ANWER; SANBORN, 1989; ARNAUDEAU et al., 1994). Também já foi 
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observada a participação dos RyR no mecanismo de liberação de Ca2+ 

intracelular em células miometriais, um mecanismo denominado, liberação de 

Ca2+ induzida pelo próprio Ca2+ (CICR). Como subtipos desse receptor sofrem 

supra-regulação (“up-regulation”) em úteros grávidos (AWAD et al., 1997), 

sugere-se que um possível envolvimento do mecanismo de CICR na regulação 

da contratilidade uterina durante o parto.  

No miométrio, sabe-se que variações rítmicas na permeabilidade ao 

Ca2+ contribuem para a despolarização e variações na permeabilidade ao íon 

K+ contribuem para a repolarização ou hiperpolarização (REINER; MARSHALL, 

1975; KAWARABAYASHI et al., 1986; KAO, 1989; MARSHALL, 1990; 

PARKINGTON, 1990; SANBORN, 1995). 

Os canais para K+, no miométrio, incluem os BKCa, retificadores 

retardados e retificadores de entrada. Um dos canais para K+ melhor 

caracterizado é o BKCa, detectado em células miometriais de um grande 

número 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 Ca2+, 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 rápida despolarização, atribuída primariamente à entrada de Ca2+ (ou Na+ 

durante o início da gravidez) é responsável pela geração do potencial de ação 

(KAO, 1989; MARSHALL, 1990; PARKINGTON, 1990; INOUE et al., 1990a; 

SANBORN, 1995). A diminuição do potencial de ação é consequência do 

envolvimento da abertura de canais para K+ (LATORRE et al., 1989; 

PARKINGTON; COLEMAN, 1990; SANBORN, 1995). 

Notavelmente, esses canais são ativados por agentes capazes de 

aumentar os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPC) e, 

conseqüentemente, a atividade da PKA, incluindo agonistas β-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, são raros os agentes relaxantes de músculos 

lisos que agem por ativação direta desses canais. 

Em útero isolado de rata, Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (1997) 

observaram que os flavonóides genisteína, campferol e quercetina 

apresentaram efeito relaxante sendo que para o campferol e a quercetina este 

efeito parece estar relacionado ao aumento do AMPC no meio intracelular, já 

para a genisteína este efeito está inversamente relacionado ao grau de 

despolarização induzido neste órgão. 

O útero de rata é bicorno, com os dois cornos uterinos claramente 

definidos e aderidos sobre a cérvix uterina, tendo o órgão a forma de Y 

(Figura 3 A). 

Na espécie humana, o útero exibe uma estrutura simples, com a massa 

do órgão sendo comprimida ao corpo uterino (Figura 3 B). O útero de todos os 

mamíferos placentários é composto de, no mínimo, três camadas: o endométrio 

que reveste a superfície luminal, a camada de músculo liso ou miométrio e a 

serosa (CRANKSHAW, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

Figura 3. Foto do útero de rata (A) e esquema do útero humano (B). 
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Adaptado de: 
http://www.scientific-art.com/GIF%20files/Medical/uterus.GIF Foto: Mota, K.S.L.
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A regulação das contrações uterinas é um parâmetro de importância 

para a saúde da mulher. As cólicas uterinas e abortos prematuros são 

problemas que acometem mulheres em todo o mundo. Por exemplo, as 

contrações uterinas fortes e regulares são essenciais para a iniciação do 

trabalho de parto bem como, manutenção e eventual expulsão do feto e da 

placenta durante o nascimento. 

A hiperatividade uterina antes do tempo predispõe as grávidas ao 

trabalho de parto prematuro. Contrações uterinas inadequadas podem impedir 

o trabalho de parto e aumentar a incidência de emergências das cesarianas e 

hemorragias pós-parto com perigo potencial para a mãe e para a criança 

(ADELSTEIN; HATHAWAY, 1979; WRAY, 1993). 

Tentar descobrir alguma substância que possa prevenir ou até curar tais 

problemas é de extrema importância, uma vez que a diplotropina apresentou 

efeito relaxante tanto em íleo isolado de cobaia como em útero isolado de rata, 

também surge a importância de se tentar elucidar o mecanismo de ação 

tocolítico apresentado por este flavonóide. 

O músculo liso é o principal tipo de músculo que controla o 

funcionamento da maioria dos órgãos ocos do organismo. A regulação da 

contração do músculo liso desempenha um papel integral em muitos processos 

fisiopatológicos, dessa forma o músculo liso possui um importante papel na 

maioria dos sistemas biológicos, e ainda representa uma ferramenta útil para a 

investigação de atividades biológicas de substâncias de origem natural ou 

sintética (WATTERSON et al., 2005). 

A contração anormal do músculo liso é importante no mecanismo da 

hipertensão, do vasoespasmo cerebral e coronariano, da disfunção erétil, da 

asma brônquica, do trabalho de parto e das cólicas uterinas e intestinais 

(WEBB, 2003). Além disso, como os íons Ca2+ medeiam grande parte das 

ações das drogas no nosso organismo e desempenham um papel central no 

processo de contração e relaxamento, os modelos de músculos lisos (intestinal 

e uterino) se apresentam como meios, relativamente simples, para a 

investigação de mecanismos de ação de drogas que envolvem o metabolismo 

do cálcio como é o caso da diplotropina. 

Diante de todas essas premissas e observando-se os resultados 

anteriormente obtidos com o flavonóide diplotropina, isolado da fase hexânica 
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obtida do extrato etanólico bruto das cascas do caule de Diplotropis ferruginea 

Benth. (Fluxograma 1), resolveu-se dar continuidade aos estudos sobre o efeito 

relaxante de diplotropina em íleo isolado de cobaia e útero isolado de rata, 

visando caracterizar molecularmente o mecanismo de ação pelo qual 

diplotropina promove relaxamento desses músculos, bem como expandir os 

estudos que combinem a modificação estrutural no composto natural 

diplotropina e sua atividade biológica, constituindo um trabalho de correlação 

entre a estrutura química e a atividade biológica. Para tanto os colaboradores 

da química propuseram modificações estruturais no composto natural 

diplotropina, utilizando-se técnicas de síntese orgânica e de transformações 

químicas orgânicas, focalizando as modificações nos anéis aromáticos com o 

objetivo de aumentar a potência da atividade farmacológica mais evidente no 

flavonóide diplotropina, que é a de induzir relaxamento em íleo isolado de 

cobaia e útero isolado de rata e assim, obtiveram, através de uma 

desmetilação oxidativa com nitrato cérico de amônia, 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 obtenção do extrato etanólico bruto, bem 

como da fase hexânica e isolamento e purificação do flavonóide diplotropina. 
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Figura 4. Estrutura química do derivado sintético, DPTN-Sint. 1 (2), obtido a 

partir de modificações estruturais no composto natural diplotropina (1). 

Solução etanólica 

Extrato Etanólico Bruto (413 g) 

Solução Hidroalcoólica I (Sol. HA I) 

Fase hexânica (55,6 g) 

Precipitado (12,77 g) 

DIPLOTROPINA 
(2,35 g) 

Solução HA II 

Maceração exaustiva com EtOH 95 % 

Concentração em rotavapor 

Solubilização MeOH : H2O (3 : 7) 
Agitação mecânica por 60 minutos 

Extração com hexano (2 L) 
Partição em funil de separação Concentração em rotavapor 

Solubilização em MeOHaq. 
Repouso no “freezer” (24 horas) 

Filtração em funil de Buchner 

Recristalização: Hexano + gotas de CHCl3 

Cascas do Caule Pulverizadas (5000 g) 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 
 

Aprofundar o estudo sobre o mecanismo de ação espasmolítica da 

diplotropina, furanoflavana isolada da fase hexânica obtida das cascas do caule 

de Diplotropis ferruginea Benth. (Fabaceae) em íleo isolado de cobaia e útero 

isolado de rata. 

 

2.2 Específicos 

 

2.2.1 Em íleo isolado de cobaia: 

 
2.2.1.1 avaliar o efeito da diplotropina frente a vários 

bloqueadores de canais para potássio, inclusive específico para BKCa; 
 

2.2.1.2 investigar o efeito da diplotropina sobre a [Ca2+]i em 

miócitos de íleo de cobaia com e sem estimulação prévia. 

 

2.2.2 Em útero isolado de rata: 

 
 2.2.2.1 investigar o efeito tocolítico promovido por diplotropina; 
  

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

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

 a. a característica do antagonismo das contrações uterinas 

induzidas por ocitocina; 
 

 b. o envolvimento dos canais para potássio; 
 

 c. uma possível participação da via de sinalização dos 

nucleotídios cíclicos. 
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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 

músculos lisos isolados (aorta de rato, traquéia e íleo de cobaia e útero de 

rata); 

 

2.2.4 Comparar os parâmetros de potência e eficácia relativas de 

DPTN-Sint. 1 com o seu precursor, diplotropina, com base na determinação da 

CE50, CI50 e Emax. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 MATERIAL 

 
3.1.1 Material vegetal 
  

As cascas do caule de Diplotropis ferruginea Benth. foram coletadas no 

município de Caraúbas, estado do Rio Grande do Norte, em maio de 2002. O 

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

Setor de Botânica do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica Prof. Delby 

Fernandes de Medeiros (LTF). Uma exsicata da espécie está depositada no 

Herbário LTF, da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) sob o código M. F. 

AGRA & D. ALMEIDA 5559 (Figura 5). 
 

 

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

folhas e frutos (B) e do código de registro no Herbário LTF (C). 

 

A B

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 São 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 ração tipo pellets (Purina) com 

livre acesso a água, com ventilação e temperatura (22 ± 1 °C) controladas e 

constantes. Todos os experimentos eram realizados no período de 07:00 às 

18:00 horas. 

Todos os animais utilizados nos experimentos eram eutanasiados 

seguindo os princípios de cuidados com animais aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa Animal do LTF/UFPB (Certidão CEPA/LTF # 0508/05) 

(Anexo 1) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/EPM. 

 
 
 
 
 
 

A B
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3.1.3 Substâncias e sais 
 

A acetilcolina (ACh), o cloridrato de carbamilcolina (carbacol), a 

histamina, o cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), o cloreto de sódio 

(NaCl), o cloreto de potássio (KCl), o cloreto de magnésio hexa-hidratado 

(MgCl2.6H2O), a glicose (C6H12O6), o fosfato monossódico 1-hidrato 

(NaH2PO4.H2O) e o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O) foram 

obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

O ácido araquidônico (AA), o cloreto de césio (CsCl), o cloreto de 

tetraetilamônio (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 ácido 

pentacetoximetil éster (fura 2-AM), a albumina sérica bovina, o cloreto de bário 

(BaCl2), o cloreto de manganês (MnCl2), 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 ácido plurônico F-127 foi 

obtido da Molecular Probes Inc. (Carlsbad, CA, USA), a colagenase foi obtida da 

Worthington Biochemical Corporation. 

O flavonóide diplotropina, bem como o seu derivado obtido por síntese, 

DPTN-Sint. 1, foram gentilmente cedidos pelos colaboradores do Setor de 

Química do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica. 

A estrutura química da diplotropina, bem como do seu derivado sintético, 

foi determinada por comparação de seus dados de ponto de fusão (114-115 -

90-92 °C, respectivamente), espectroscopia de ressonância nuclear magnética 

de hidrogênio (1H) e carbono (13C) e espectrometria de massas com dados 

previamente publicados (ALMEIDA et al., 2003; ALMEIDA, 2004). Informações 

quanto à marcha para isolamento do flavonóide diplotropina e sobre sua 

determinação estrutural e características químicas são de responsabilidade de 

nossos colaboradores do Setor de Química do Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica (ALMEIDA, 2004) e não fazem parte deste trabalho. 

 
 
 



Material e Métodos 

 

29 
 

3.1.4 Aparelhos 
 

Para registro das contrações isométricas e isotônicas os segmentos de 

órgãos isolados eram suspensos em cubas de vidro (6 mL) aquecidas à 

temperatura adequada, de acordo com cada protocolo experimental, por 

bombas termostáticas modelo Polystat 12002 (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, 

USA) ou Fisatom 597 (FISATOM, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 7). 

 

 

         
Figura 7. Fotos das bombas termostáticas. Polystat 12002 (A) e Fisatom 

597 (B).  

 

As contrações isométricas eram registradas através de transdutores de 

força 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 analógico/digital (BioData, João Pessoa, 

PB, Brasil) instalada em um computador com o programa BioMed© versão Rv2 

(BioData, João Pessoa, PB, Brasil) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Material e Métodos 

 

30 
 

 

  
  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Fotos do sistema de aquisição de dados digital, com amplificador e 

cuba para órgãos isolados em detalhe.  

 

As contrações isotônicas eram registradas por meio de uma alavanca 

isotônica de inscrição frontal em cilindros esfumaçados de um quimógrafo 

(DTF, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Foto do quimógrafo com cilindro esfumaçado e sistema de cubas. 
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Para aferição do pH das soluções nutritivas era utilizado um pHmetro 

digital PG 2000 (GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 10 A). 

Todas as substâncias eram pesadas em balança analítica modelo 

AG200 (Figura 10 B), e os animais em balança semi-analítica (ambas da 

GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 10 C).  

 

  

Figura 10. Fotos do pHmetro digital (A), da balança analítica (B) e da balança 

semi-analítica (C). 
 

Para determinação indireta da [Ca2+]i em miócitos recém dispersos 

isolados de íleo de cobaia eram utilizadas cubetas de quartzo acopladas à 

câmara escura de um espectrofluorímetro modelo LS-5B (Perkin-Elmer, 

Buckinghamshire, Inglaterra) (Figura 11 A) e de um fluorímetro SPEX (ARCM 

System, USA) (Figura 11 B), para monitorar a incorporação do fura-2 e para a 

medida da fluorescência dependente de Ca2+, respectivamente. 
 
 

 

 

Figura 11. Fotos do espectrofluorímetro modelo LS-5B (A) e do fluorímetro 

SPEX (B). 

A B
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3.1.5 Soluções nutritivas 
 

Foram utilizadas diferentes soluções nutritivas, todas aeradas com 

mistura carbogênica (95 % de O2 e 5 % de CO2), cujas composições variavam 

de acordo com as características de cada protocolo experimental, e estão 

descritas a seguir: 

 

Tabela 1. Composição da solução de Krebs normal. 

 
 

SUBSTÂNCIA 
 

CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 118,0 

KCl 4,6 

MgSO4.7H2O 5,7 

KH2PO4.H2O 1,1 

CaCl2.2H2O 2,5 

Glicose 11,0 

NaHCO3 25,0 

 

 
 
Tabela 2. Composição da solução de Krebs modificado por Sun e Benishin 

(1994). 

 

 
SUBSTÂNCIA 

 
CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 117,0 

KCl 4,7 

MgSO4.7H2O 1,3 

NaH2PO4.H2O 1,2 

CaCl2.2H2O 2,5 

Glicose 11,0 

NaHCO3 25,0 
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Tabela 3. Composição da solução de Locke Ringer de acordo com Revuelta, 

Cantabrana e Hidalgo (1997; 2000). 

 

 
SUBSTÂNCIA 

 
CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 154,0 

KCl 5,63 

CaCl2.2H2O 2,16 

MgCl2 2,10 

Glicose 5,55 

NaHCO3 5,95 

 
 
 
Tabela 4. Composição da solução de Locke Ringer sem Ca2+. 
 
 

 
SUBSTÂNCIA 

 
CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 154,0 

KCl 5,63 

MgCl2 2,10 

Glicose 5,55 

NaHCO3 5,95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Material e Métodos 

 

34 
 

 
Tabela 5. Composição da solução de Tyrode. 

 

 
SUBSTÂNCIA 

 
CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 137 

KCl 2,7 

MgCl2.6H2O 0,49 

NaH2PO4.H2O 0,36 

CaCl2.2H2O 1,36 

Glicose 5,04 

NaHCO3 11,9 

 
 
 
Tabela 6. Composição da solução de Hank. 

 

 
SUBSTÂNCIA 

 
CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 137,0 

KCl 5,4 

KH2PO4 0,44 

MgSO4 1,0 

Na2HPO4 0,25 

CaCl2 1,3 

Glicose 5,6 

Vermelho de fenol 28,8 

NaHCO3 4,2 
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3.2 MÉTODOS 
 
3.2.1 Preparo das amostras estudadas 
 

O cremofor, agente solubilizante, foi utilizado para facilitar a dissolução 

da diplotropina e do seu derivado sintético, DPTN-Sint. 1, em água destilada, 

na concentração de 3 % (P/V). Inicialmente as amostras eram dissolvidas em 

cremofor puro e, em seguida, era adicionada água destilada (pH = 7,0) até um 

volume que gerasse uma concentração de 10-2 M (solução-estoque). Esta 

solução-estoque era armazenada em “freezer” a -20 °C, sendo novamente 

diluída em água destilada no momento da realização dos experimentos de 

acordo com a necessidade de cada protocolo. A concentração final de cremofor 

nas cubas nunca excedeu 0,01 % (V/V). Nesta concentração o cremofor é 

desprovido de efeito contrátil ou relaxante.  

O fura-2-AM e o ácido plurônico F-127 eram dissolvidos em DMSO. O 

ácido araquidônico era dissolvido em etanol absoluto. As demais substâncias e 

sais eram dissolvidos em água destilada e as soluções-estoque eram 

conservadas sob refrigeração ou congelamento, conforme o caso. No momento 

da realização dos experimentos estas soluções eram diluídas de acordo com a 

exigência do protocolo experimental. 
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3.2.2 Caracterização Funcional do Mecanismo de Ação Espasmolítica de 
Diplotropina em Íleo Isolado de Cobaia 
 
3.2.2.1 Avaliação da participação dos canais para K+ no relaxamento 
produzido por diplotropina em íleo isolado de cobaia 
 

Baseados em resultados anteriormente obtidos, os quais levaram à 

sugerir que, provavelmente, diplotropina poderia estar modulando os canais 

para K+, decidiu-se investigar o efeito desta furanoflavana sobre o íleo pré-

contraído com acetilcolina tanto na ausência como na presença de 

bloqueadores seletivos de canais para potássio. 

 
3.2.2.1.1 Efeito de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por acetilcolina na ausência e na presença da 4-aminopiridina 
(4-AP) e da iberiotoxina (IbTx) em íleo isolado de cobaia 
 
 As cobaias eram mantidas em jejum por um período de 18 a 24 horas, 

tendo acesso à água ad libitum antes do início dos experimentos. Após este 

período eram eutanasiadas por deslocamento cervical. O abdômen era aberto 

e um segmento do íleo de aproximadamente 15 cm de comprimento era 

retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs 

modificado a 37 °C sob aeração com carbogênio. 

 Após cuidadosa dissecação, o segmento do íleo era seccionado em 

fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas 

de vidro e deixados em repouso por um período de 30 minutos, tempo 

necessário para perfeita estabilização da preparação, durante este período a 

solução nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Após o período de 

estabilização, duas contrações sub-máximas similares eram obtidas com 

10-6 M de acetilcolina e registradas através de transdutores isométricos 

conectados a um amplificador que, por sua vez, estava conectado a uma placa 

conversora analógico/digital instalada em um computador onde os resultados 

eram registrados para posterior análise. Para obtenção do registro controle, 

durante a fase tônica sustentada da segunda resposta, diplotropina era 

adicionada de maneira cumulativa à cuba. Para se testar o efeito de 
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diplotropina na presença dos bloqueadores, após o período de estabilização 

(30 min.), em algumas das preparações, bloqueadores de canais para K+ eram 

incubados por um período de 15 min. antes da indução de uma segunda 

contração em resposta a adição de 10-6 M de acetilcolina. O relaxamento foi 

expresso como a percentagem reversa da força de contração inicial produzida 

pela acetilcolina. Os valores de CE50 da diplotropina foram obtidos por 

regressão não-linear. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Material e Métodos 

 

38 
 

3.2.3 Caracterização do mecanismo de ação de diplotropina em nível 
celular 

 

Diplotropina foi submetida a estudos em nível celular para melhor 

caracterização do mecanismo de ação anteriormente observado em nível 

funcional. 

 
3.2.3.1 Obtenção dos miócitos de íleo isolado de cobaia em cultura 
 
 Os animais eram eutanasiados por deslocamento cervical, o órgão em 

estudo era removido e dissecado para que ficasse livre de gordura e tecido 

conectivo. Após dissecação, era lavado com solução nutritiva de Hank (tabela 

5) à 37 °C contendo o indicador de pH vermelho de fenol e com o pH ajustado 

para um valor de 7,4. Após esse procedimento era transferido para uma 

solução de Hank sem Ca2+ e contendo EGTA (0,2 mM) por um período de 

10 min. Após isso, os fragmentos de íleo eram transferidos para uma segunda 

solução de Hank sem Ca2+, contendo EGTA (0,2 mM) e enzimas proteolíticas 

adequadas para a dispersão das células (colagenase tipo XI [3 mg/mL], 

papaína [1 mg/mL], elastase tipo I [1 mg/mL] e ditiotreitol [1 mM]) (solução 

digestiva 1) por um período de 30 min. à 37 °C em estufa para cultura (95 % de 

O2 e 5 % de CO2). Passados 30 min., o íleo era segmentado em pequenos 

fragmentos e estes eram transferidos para uma segunda solução digestiva em 

meio de cultura DMEM contendo colagenase tipo XI (1 mg/mL), tripsina 

(0,6 mg/mL) (solução digestiva 2) por um período de 2 h em estufa para 

cultura, ao término do qual o homogenato era levemente triturado usando uma 

pipeta de Pasteur e os miócitos eram dispersos. O processo digestivo era 

suspenso quando a solução digestiva 2 era trocada por uma de Tyrode com 

albumina sérica bovina (10 %) e inibidor de tripsina (0,5 mg/mL), a suspensão 

de células era filtrada e centrifugada a 2.000 rpm por 4 min. Após a 

centrifugação, as células recém dispersas eram ressuspensas em solução de 

Tyrode e, após isto, essas células eram semeadas em frascos de cultura de 

25 cm2. 

 As células eram mantidas em estufas com temperatura constante de 

37 ºC em ar saturado com água contendo 5 % de CO2. 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 lamínulas de vidro. No momento do 

experimento as lamínulas eram lavadas com solução salina apropriada e 

transferidas para um fluorímetro visando realizar medidas de [Ca2+]i. 

 

3.2.3.2 Determinação fluorimétrica da [Ca2+]i 
 

A [Ca2+]i era estimada fluorimetricamente utilizando o fura 2 como 

fluoróforo de Ca2+. Esta metodologia consistia basicamente em três etapas: 

 
• Determinação da autofluorescência das células; 

• Incorporação do fura 2 nos miócitos, que se complexa com o Ca2+ 

citoplasmático livre; 

• Determinação da [Ca2+]i através da razão das leituras da fluorescência em 

505 nm, após a excitação das células a 340 e 380 nm (método raciométrico, 

de acordo com GRYENKIEWICZ et al., 1985). 

 

3.2.3.2.1 Determinação da autofluorescência das células 
 

A suspensão de células cultivadas em 2,5 mL de solução fisiológica 

apropriada, era transferida para uma cubeta de quartzo do espectrofluorímetro 

e mantida sob agitação constante por barra magnética a 37 °C. 

As leituras de autofluorescência eram realizadas a 505 nm após a 

excitação dos miócitos em 340 e 380 nm. Um programa de computador 

acoplado ao sistema permitia a alternância do monocromador em frações de 

milissegundos de 340 para 380 nm, possibilitando assim a leitura contínua da 

fluorescência. Este procedimento era feito antes do início do experimento 

propriamente dito e o valor de autofluorescência sempre era abaixo de 1 % da 

fluorescência emitida pelas células na etapa de incorporação com o indicador 

fura 2-AM e, portanto, considerado desprezível para o cálculo da razão de 

fluorescência obtida após estímulos com os agonistas em estudo. 
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3.2.3.2.2 Incorporação do fura 2 aos miócitos 
 

As suspensões de células contendo 106 células/mL eram incubadas com 

2 μM de fura 2 acetoximetil éster (fura 2-AM) na presença de ácido plurônico 

F-127 (0,01 %) à 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 

ação de esterases citoplasmáticas, as ligações ésteres do fura 2-AM eram 

hidrolisadas, liberando assim o fura 2 na sua forma ácida. Devido a suas 

cargas elétricas negativas, conferidas por quatro radicais carboxílicos, a 

molécula de fura 2 permanecia presa no interior da célula e assim interagindo 

com o Ca2+ livre citoplasmático. O complexo fura 2-Ca2+ apresentava 

fluorescência máxima em 505 nm quando excitado entre 340 e 350 nm, 

enquanto que para o fura 2-AM, a excitação máxima ocorria em 390 nm.  

Deste modo a incorporação do fluoróforo no meio intracelular era 

monitorada em diferentes tempos após a adição do fura 2-AM, através da 

varredura de excitação entre 300 e 400 nm. Usualmente, a saturação do 

fluoróforo no meio intracelular era observada após um período de 3 a 4 horas de 

incubação das células com o fura 2-AM. Uma vez atingida esta saturação, 

completava-se para 15 mL, com solução fisiológica apropriada, o volume da 

suspensão de células carregadas com fura 2. Em seguida, esta suspensão era 

centrifugada a 715 g por 2 minutos para eliminar algum excesso de fura 2-AM 

extracelular. 

 

3.2.3.2.3 Determinação da [Ca2+]i através da razão das leituras de 
fluorescência 

 

O sedimento de células era ressuspenso em 2,5 mL da solução fisiológica, 

homogeneizado e transferido para uma cubeta de quartzo do fluorímetro SPEX 

(ARCM System, NJ, USA) e esta suspensão era mantida sob agitação magnética 

contínua a 37 °C. Nesta fase, utilizando-se o método raciométrico 

(GRYENKIEWICZ et al., 1985), a [Ca2+]i era registrada. Após a estabilização da 

leitura, as substâncias eram aplicadas nas cubetas conforme a exigência do 

protocolo experimental. 
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Diplotropina foi testada em diferentes situações: Inicialmente era 

avaliado o seu efeito sobre a fluorescência basal dos miócitos de íleo de 

cobaia, sem que nenhum estímulo promovesse um aumento nos níveis basais 

de Ca2+. Em um segundo momento era avaliado o efeito do flavonóide após um 

aumento na razão de fluorescência em resposta à adição de acetilcolina à 

cubeta, que é indicativo de um aumento nos níveis de Ca2+ intracelulares. 

 Após a estabilização da fluorescência basal diplotropina foi adicionado à 

cuba tanto em concentração simples de 10-4 M como cumulativamente, nas 

concentrações de 10-4 e 3 x 10-4 M, e o curso-temporal do seu efeito era 

registrado para observação e análise. 

 Em outros experimentos, após a estabilização da fluorescência basal era 

adicionada acetilcolina (10-4 M) para promover um aumento na [Ca2+]i e quando 

este aumento atingiu seu valor máximo diplotropina foi adicionada, 

cumulativamente, nas concentrações de 10-4 e 3 x 10-4 M, e o curso-temporal 

do seu efeito, bem como a percentagem de redução da fluorescência eram 

registrados para análise posterior. 

Os resultados obtidos foram expressos como razão de fluorescência 

antes e após a adição de diplotropina à solução contendo miócitos de íleo de 

cobaia. 
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3.2.4 Avaliação do Mecanismo de Ação Tocolítica de Diplotropina  
 
3.2.4.1 Caracterização do bloqueio da contração induzida por ocitocina 
em útero isolado de rata 
 

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

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

eram eutanasiadas por deslocamento cervical. Após abertura da cavidade 

abdominal, era feita a dissecação do útero, colocando-o em uma placa de Petri 

contendo solução nutritiva de Locke Ringer a 32 °C. Em seguida, os dois 

cornos uterinos eram separados por meio de uma incisão, abertos 

longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro (6 mL). Para 

estabilização da preparação, esta era mantida em repouso por 45 minutos 

antes do contato com qualquer agente, sob tensão de 1 g, efetuando, neste 

período, a renovação da solução nutritiva da cuba a cada 15 minutos. Após o 

período de estabilização, duas curvas concentração-resposta cumulativas 

similares à ocitocina eram obtidas. Em seguida, na ausência da ocitocina, 

diplotropina era incubada por 15 minutos em diferentes concentrações e em 

experimentos independentes. Após este período, na presença de diplotropina, 

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

resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta contrátil 

na presença de diplotropina com aquela obtida pela amplitude média das 

curvas controle na ausência de diplotropina.  
 
3.2.4.1.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina em útero isolado de rata 
 
 O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares, 

concentração-resposta simples com 10-2 UI/mL de ocitocina, em preparações 

diferentes, registradas através de transdutores isométricos acoplados a um 

amplificador ligado a uma placa conversora analógico-digital, conectada a um 

computador. Durante a fase tônica sustentada da segunda resposta, 

diplotropina era adicionada cumulativamente à cuba, em preparações 
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diferentes. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da 

contração inicial produzida pelo agonista contrátil. Os valores de CE50 foram 

obtidos por regressão não-linear das curvas concentração-resposta de 

diplotropina, em cada experimento. 
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3.2.4.2 Avaliação da participação dos canais para cálcio operados por 
voltagem (CaV) 
 
3.2.4.2.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
60 mM de KCl em útero isolado de rata 
 

O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos, eram obtidas duas curvas concentração-resposta 

simples com 60 mM KCl de amplitudes semelhantes, registradas através de 

transdutores isométricos acoplados a um amplificador ligado a uma placa 

conversora analógico-digital conectada a um computador. Durante a fase 

tônica sustentada da segunda resposta, diplotropina era adicionada à cuba, de 

maneira cumulativa, em preparações diferentes. O relaxamento era expresso 

como a percentagem reversa da contração inicial produzida pelos agentes 

contráteis. Os valores de CE50 obtidos das curvas concentração-resposta de 

diplotropina em cada experimento foram calculados. 

 

3.2.4.2.2 Efeito de diplotropina sobre a contração induzida por Ca2+ em 
meio despolarizante nominalmente sem cálcio 
 

O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1 O tecido permanecia 

em repouso por 30 minutos com a solução Locke Ringer a 32 °C que era 

substituída pela solução Locke Ringer sem Ca2+, permanecendo também por 

30 minutos, e logo em seguida, era adicionado 60 mM de KCl por 10 minutos. 

Assim, eram induzidas duas curvas similares de maneira concentração-

resposta cumulativas ao CaCl2 que eram registradas através de transdutores 

isométricos, com intervalo de 30 minutos. Após estas respostas, as 

preparações eram lavadas e diplotropina era incubada por 15 minutos em 

preparações diferentes e após este período uma terceira curva cumulativa ao 

CaCl2 era obtida ainda na presença de diplotropina. 
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3.2.4.3 Avaliação do envolvimento dos canais para potássio no 
mecanismo de ação tocolítica de diplotropina 
 
3.2.4.3.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de cloreto de césio (CsCl) em útero 
isolado de rata 
 
 O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares, 

concentração-resposta simples com 10-2 UI/mL de ocitocina, em preparações 

diferentes. Antes da última curva concentração-resposta era incubado, por 10 

minutos, o CsCl na concentração de 5 mM, bloqueador não seletivo dos canais 

para potássio (LATORRE et al., 1989). Durante a fase tônica sustentada da 

segunda resposta, diplotropina era adicionada cumulativamente à cuba, em 

preparações diferentes. Os resultados foram avaliados comparando-se as 

potências relaxantes e o Emax de diplotropina tanto na presença de CsCl como 

na ausência de CsCl. 

 

3.2.4.3.2 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+) ou 
4-aminopiridina (4-AP) em útero isolado de rata 
 
 O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares, 

concentração-resposta simples com 10-2 UI/mL de ocitocina em preparações 

diferentes, antes da última curva concentração-resposta eram incubados por 10 

minutos na concentração de 1 mM o tetraetilamônio (TEA+), bloqueador dos 

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

(MURRAY et al., 1991; HUANG, 1998; SEITZ et al., 1999) ou 0,3 mM de 4-AP, 

um bloqueador dos canais para potássio operados por voltagem (KV) (AKKER 

et al., 1985; LI et al., 1999). Durante a fase tônica sustentada da segunda 

resposta, diplotropina era adicionada cumulativamente à cuba, em preparações 

diferentes. Os resultados foram avaliados comparando-se as potências 
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relaxantes de diplotropina na presença de TEA+ ou 4-AP com àquela obtida na 

ausência dos referidos bloqueadores. 

 
3.2.4.3.3 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de iberiotoxina (IbTx) em útero 
isolado de rata 
 
 O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos, eram obtidas duas curvas de amplitudes similares, 

concentração-resposta simples com 10-2 UI/mL de ocitocina em preparações 

diferentes, antes da última curva concentração-resposta era incubada, por um 

período de 10 minutos, a iberiotoxina, na concentração de 93 nM, um 

bloqueador seletivo dos canais para potássio de grande condutância ativados 

pelo Ca2+ (BKCa) (GALVEZ et al., 1990; VAN DER STAAY et al., 1999). Durante 

a fase tônica sustentada da segunda resposta, diplotropina era adicionada 

cumulativamente à cuba, em preparações diferentes. Os resultados foram 

avaliados comparando-se as potências relaxantes de diplotropina na presença 

da IbTx com àquela obtida na sua ausência (controle). 
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3.2.4.4 Avaliação do envolvimento da via de sinalização dos nucleotídios 
cíclicos (AMPC/GMPC) no mecanismo de ação tocolítica da diplotropina 

 
3.2.4.4.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
KCl, na ausência e na presença de aminofilina em útero isolado de rata 

 

 O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. Após o período de 

estabilização, duas curvas similares concentração-resposta simples com 

60 mM de KCl eram obtidas. Em seguida, a preparação era incubada por 20 

minutos com 10-4 M de aminofilina, inibidor inespecífico da enzima 

fosfodiesterase (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 2000) e, ainda na sua 

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

diplotropina era adicionada cumulativamente sobre a fase tônica da contração. 

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial 

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

valores de CE50 foram calculados como descrito anteriormente. 
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3.2.5 Estudo Comparativo do Efeito Espasmolítico de Diplotropina e seu 
Derivado, DPTN-Sint. 1, em Músculos Lisos 
 
3.2.5.1 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente às contrações fásicas induzidas por 
10-6 M de acetilcolina ou de histamina em íleo isolado de cobaia 

 

O íleo era montado como descrito no item 3.2.2.1.1. Após o período de 

estabilização, duas contrações fásicas de magnitudes similares, com intervalo 

de 15 minutos, eram obtidas com 10-6 M de acetilcolina ou de histamina, 

concentração sub-máxima que produz cerca de 70 % da resposta máxima e 

registradas através de uma alavanca isotônica de inscrição frontal em um 

cilindro esfumaçado de um quimógrafo (Figura 9). DPTN-Sint. 1 era incubado 

por 15 minutos em preparações diferentes, e na presença deste, era induzida 

uma terceira contração utilizando um dos agonistas. 

A inibição da resposta contrátil submáxima de acetilcolina e de histamina 

era avaliada por comparação das respostas antes (100 %) e após a adição de 

DPTN-Sint. 1 à cuba. O valor da concentração de DPTN-Sint. 1 que inibe 50 % 

da resposta máxima de um agonista (CI50) era obtido por regressão não linear 

a partir dos valores individuais de inibição de cada concentração de 

DPTN-Sint. 1 e comparados com o valor de CI50 de diplotropina (LIMA, 2004). 

 

3.2.5.2 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente às contrações fásicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina ou por 10-6 M de carbacol em útero isolado de rata 
 

O útero era montado como descrito no item 3.2.4.1. As curvas 

concentração-resposta simples para ocitocina e para carbacol eram obtidas, 

com repetição (2 vezes), da concentração máxima (60 – 70 % das respostas 

máximas) e registradas com o auxílio de alavanca isotônica de inscrição frontal 

em um cilindro esfumaçado de um quimógrafo (Figura 9). O derivado sintético 

era incubado por 15 minutos e a inibição da resposta submáxima à ocitocina e 

ao carbacol era avaliada como já descrito anteriormente. 
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3.2.5.3 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tônus espontâneo, bem como sobre 
as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de carbacol em traquéia 
isolada de cobaia 
 

As cobaias eram eutanasiadas por deslocamento cervical e tinham o 

abdômen aberto e dissecado, a traquéia era retirada e limpa, de modo a 

separá-la de todo o tecido conectivo e adiposo, sendo cortada 

longitudinalmente em linha oposta à camada muscular. O órgão era dividido em 

4 segmentos, contendo de 4 a 5 anéis de cartilagem. Os segmentos eram 

suspensos individualmente através de hastes de aço inoxidável em cubas de 

vidro (6 mL), contendo solução nutritiva de Krebs e mantidos sob tensão de 

1 grama. Estes segmentos eram mantidos a uma temperatura de 37 °C e 

permaneciam em repouso durante 60 minutos, sendo a solução trocada a cada 

15 minutos. Após esse período de estabilização, eram realizados protocolos 

para avaliar o efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tônus espontâneo ou sobre as 

contrações tônicas induzidas por carbacol em traquéia tanto na presença como 

na ausência de epitélio funcional. 

A integridade do epitélio traqueal era verificada pela adição de ácido 

araquidônico (AA) à cuba na concentração de 10-4 M (TSCHIRHART et al., 

1987) durante a fase tônica da primeira resposta induzida por carbacol, onde 

anéis que apresentavam relaxamentos superiores a 50 % (em relação a força 

de contração inicial) eram considerados com epitélio. Anéis de traquéia sem 

epitélio eram obtidos através da retirada do mesmo por atrito do lúmen do 

órgão com uma haste envolta com algodão e embebida com solução de Krebs. 

 A retirada do epitélio era confirmada pela adição de AA à cuba, caso não 

houvesse relaxamento ou se esse fosse inferior a 10 %, o anel era considerado 

sem epitélio. Os valores de CE50 e Emax na ausência (controle) e na presença 

do epitélio funcional eram obtidos por regressão não 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 contrações tônicas induzidas por 
3 x 10-7 M de fenilefrina em aorta isolada de rato 
 

Os ratos eram eutanasiados por deslocamento cervical. O tórax do 

animal era aberto e dissecado, a aorta torácica era retirada cuidadosamente e 

anéis aórticos medindo de 2-3 mm eram obtidos livres de tecido conectivo e 

adiposo. Para obtenção das respostas isométricas, os anéis eram suspensos 

individualmente por hastes de aço inoxidável conectadas a transdutores de 

força, em cubas de vidro (6 mL) contendo solução de Krebs, a 37 °C e aerados 

com carbogênio. As preparações eram estabilizadas por um período de 1 hora, 

durante o qual eram mantidas sob uma tensão de repouso de 1 grama. Durante 

esse período, a solução nutritiva era renovada a cada 15 minutos para prevenir 

a interferência de metabólitos (ALTURA; ALTURA, 1970). 

Após o período de estabilização, eram induzidas duas contrações de 

magnitudes similares com fenilefrina na concentração sub-máxima de 

3 x 10-7 M, e consideradas como controle. A integridade do endotélio vascular 

era verificada após adição de acetilcolina (10-6 M) à cuba durante a fase tônica 

da primeira resposta induzida com fenilefrina (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 

1980). Os anéis sem endotélio eram obtidos por retirada mecânica do mesmo, 

através do atrito sutil de uma haste metálica envolta com algodão e embebida 

com solução de Krebs na parede interna do vaso. Este tratamento não reduzia 

a reatividade do músculo liso. O endotélio vascular era considerado íntegro 

quando os anéis aórticos apresentavam relaxamento induzido com acetilcolina 

igual ou superior a 50 % (em relação à contração inicial) e a retirada do 

endotélio era confirmada quando não havia relaxamento, ou se o mesmo fosse 

inferior a 10 % (AJAY; GILANI; MUSTAFA; 2003). 

Após a obtenção de uma segunda contração induzida com fenilefrina e 

durante a fase tônica dessa segunda resposta, DPTN-Sint. 1 era adicionado de 

maneira cumulativa à cuba. O relaxamento era expresso como a percentagem 

reversa da contração inicial induzida por fenilefrina e os valores de CE50 e Emax 

na ausência (controle) e na presença do endotélio eram obtidos por regressão 

não linear e comparados com os dados obtidos com diplotropina em estudos 

anteriores (LIMA, 2004). 
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3.2.6 Cálculo do logP 
 

 O valor do logP, o qual é um parâmetro satisfatório para prever o grau 

de lipossolubilidade de um molécula, foi calculado para a molécula do 

flavonóide diplotropina, utilizando-se o programa “Advanced Chemistry 

Development (ACD/Labs) Software Solaris” V4.67 (© 1994-2005 ACD/Labs). 

 
3.2.7 Análise Estatística 
 

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão 

da média (x ± e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” 

de Student (não pareado) ou ANOVA “one way” seguido do teste de Bonferroni 

e os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. 

Os valores de CE50 (concentração molar da substância que produz 50 % 

do seu efeito máximo) (JENKINSON et al., 1995) foram calculados por 

regressão não-linear para todos os experimentos realizados. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com auxílio do programa 

Graph-Pad Prism© versão 4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

Foram utilizados os programas SpectraMax© (SPEX ARCM System Inc., 

Edison, NJ, USA)  para aquisição dos dados em espectrofluorimetria de Ca2+ e 

BioMed© (BioData, João Pessoa, PB, Brasil) para aquisição de dados de 

tensão isométrica em órgãos isolados. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Caracterização Funcional do Mecanismo de Ação Espasmolítica de 
Diplotropina em Íleo Isolado de Cobaia 
 
4.1.1 Avaliação da participação dos canais para K+ no relaxamento 
produzido por diplotropina em íleo isolado de cobaia 
 
4.1.1.1 Efeito de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por acetilcolina na ausência e na presença da 4-aminopiridina 
em íleo isolado de cobaia 
 

Diplotropina relaxou o íleo pré-contraído com 10-6 M de acetilcolina tanto 

na ausência quanto na presença de 3 x 10-4 M de 4-AP 

(CE50 = 6,5 ± 3,4 x 10-6 M), não havendo diferença estatística significante entre 

os valores de CE50, quando comparado ao valor obtido para diplotropina na 

ausência do bloqueador (CE50 = 2,05 ± 0,6 x 10-5 M) (Gráfico 1). O Emax 

atingido por diplotropina é de 85 ± 8,0 %, com tempo médio de relaxamento 

igual a 180 ± 10 minutos. Tal efeito é reversível após 30 minutos da retirada de 

diplotropina da cuba. 
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Gráfico 1. Efeito de diplotropina sobre a fase tônica das contrações induzidas 
por 10-6 M de acetilcolina, na ausência ( , n = 7) e na presença (∆, n = 3) de 
3 x 10-4 M de 4-AP, em íleo isolado de cobaia. Os símbolos 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 tônica das contrações 
induzidas por acetilcolina na ausência e na presença da iberiotoxina 
(IbTx) em íleo isolado de cobaia 

 
Diplotropina relaxou o íleo de cobaia pré-contraído com 10-6 M de 

acetilcolina na presença de 93 nM de IbTx (CE50 = 2,1 ± 0,04 x 10-4 M) (Gráfico 

3), porém com uma potência cerca de 9 vezes menor quando comparada ao 

relaxamento induzido por diplotropina na ausência do bloqueador 

(CE50 = 2,4 ± 0,6 x 10-5 M) (Gráficos 2 e 3). Diplotropina, mesmo na 

concentração 10-3 M, não atinge o Emax quando na presença do bloqueador 

seletivo dos BKCa, IbTx, em relação ao observado quando na ausência desse 

bloqueador (controle). O tempo médio de relaxamento induzido por diplotropina 

na presença de IbTx é de 220 ± 10 minutos. O efeito observado é reversível 

após 45 minutos da retirada de diplotropina da cuba. 
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Gráfico 2. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-6 M de acetilcolina, na ausência ( , n = 7) e na presença ( , n = 3) de 
93 nM de IbTx, em íleo isolado de cobaia. Os símbolos e as barras verticais 
representam a média ± 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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Gráfico 3. Valores da CE50 de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por acetilcolina, na ausência (n = 7) e na presença 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 Caracterização do mecanismo de ação de diplotropina em nível celular 
 
4.2.1 Investigação do efeito de diplotropina sobre a [Ca2+]i em miócitos de 
íleo de cobaia (determinação fluorimétrica da [Ca2+]i) 

 

O flavonóide diplotropina, na concentração de 3 x 10-4 M, reduziu 

significantemente (aproximadamente 25 %) a razão de fluorescência basal 

(F340/F380 nm) do fluoróforo de Ca2+ (fura 2), dessa forma, indicando que 

diplotropina promove redução da [Ca2+]i, em miócitos isolados de íleo de 

cobaia, mesmo quando nos seus níveis basais (Figura 12 e Gráfico 4). Tal 

redução da razão de fluorescência requer um tempo médio de 20 segundos 

para que se atinja o efeito máximo. 
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Figura 12. Registro original do curso temporal do efeito de diplotropina 
(3 x 10-4 M) sobre a fluorescência basal dependente de Ca2+ em miócitos 
isolados de íleo de cobaia (n = 2). 
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Gráfico 4. Efeito de diplotropina sobre a fluorescência basal dependente de 
Ca2+ em miócitos isolados de íleo de cobaia. Colunas e as barras verticais 
representam a média ± e.p.m., respectivamente (n = 2). *p < 0,05 (teste “t” de 
Student não-pareado: basal x diplotropina [3 x 10-4 M]). 
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Também foi possível observar que diplotropina, nas concentrações 

10-4 e 3 x 10-4 M, foi capaz de reduzir a razão de fluorescência do fura 2 

(F340/F380 nm) em miócitos de íleo de cobaia, estimulados com 10-6 M de 

acetilcolina (Figura 13). 

A adição de 10-4 M de diplotropina reduziu significantemente a razão de 

fluorescência para níveis muito abaixo do basal, porém quando essa 

concentração foi elevada para 3 x 10-4 M a razão de fluorescência foi reduzida 

a níveis ainda menores, levando um tempo médio de 2,5 minutos para alcançar 

este efeito (Figura 13). 
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Figura 13. Registro original representativo do curso temporal do efeito de 
diplotropina (10-4 e 3 x 10-4 M) sobre a fluorescência máxima dependente de 
Ca2+ em miócitos isolados de íleo de cobaia, após a adição de acetilcolina 
(10-6 M, n = 3). 
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Gráfico 5. Efeito de diplotropina sobre a fluorescência máxima dependente de 
Ca2+ em miócitos isolados de íleo de cobaia, após a adição de 10-6 M de 
acetilcolina. Colunas e as barras verticais representam a média ± e.p.m., 
respectivamente (n = 3). *p < 0,05 (teste “t” de Student não-pareado: basal x 
ACh e ACh x diplotropina [10-4 M]) e **p < 0,001 (teste “t” de Student não-
pareado: ACh x diplotropina [3 x 10-4 M]). 
 

Baseado nos resultados apresentados acima, foi possível observar que 

diplotropina tanto na concentração 10-4 M, separadamente, como nas 

concentrações 10-4 e 3 x 10-4 M reduziu o aumento da fluorescência induzida 

por 10-6 M de acetilcolina (Gráfico 4) a níveis inferiores ao basal (antes da 

aplicação da acetilcolina) em miócitos isolados de íleo de cobaia (Figuras 12 e 

13, Gráfico 4). 
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4.3 Avaliação do Mecanismo de Ação Tocolítica de Diplotropina  
 
4.3.1 Caracterização do bloqueio da contração induzida por ocitocina em 
útero isolado de rata 
 
 Diplotropina, nas concentrações de 10-4 e 3 x 10-4 M, não antagonizou as 

contrações induzidas cumulativamente à ocitocina, o que foi evidenciado pela 

ausência de desvio significante para a direita das curvas cumulativas à 

ocitocina, como se pode observar claramente no gráfico 6. 
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Gráfico 6. Efeito de diplotropina frente às curvas concentração-resposta 
cumulativas à ocitocina em útero isolado de rata (n = 4). Os símbolos e as 
barras verticais representam a média ± e.p.m., respectivamente. Controle ( ); 
diplotropina: 10-4 M ( ), 3 x 10-4 M ( ). 
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4.3.2 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina em útero isolado de rata 
 
 Quando adicionado de maneira cumulativa (10-8 e 10-3 M), o flavonóide 

diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentração, o útero pré-

contraído com ocitocina (Figura 14 e Gráfico 7), apresentando uma 

CE50 de 1,7 ± 0,5 x 10-5 M. Sendo que o valor de Emax = 80 ± 7,5 % foi atingido 

apenas após a concentração de 10-3 M de diplotropina. O tempo médio de 

relaxamento foi de 195 ± 5 minutos, sendo reversível após 30 minutos da 

remoção de diplotropina do banho. 
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Figura 14. Registro original representativo do efeito tocolítico de diplotropina 
sobre a fase tônica da contração induzida por 10-2 UI/mL de ocitocina em útero 
isolado de rata. Os números representam os pontos, durante o curso temporal 
do efeito tocolítico, onde o flavonóide diplotropina foi adicionado nas seguintes 
concentrações (M): ( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, 
( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 7. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina em útero isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as 
barras verticais representam a média ± e.p.m., respectivamente. 
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4.3.3 Avaliação da participação dos canais para cálcio operados por 
voltagem (CaV) 
 
4.3.3.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
60 mM de KCl em útero isolado de rata 
 
 A adição cumulativa do flavonóide diplotropina (10-7 - 3 x 10-4 M) 

promoveu relaxamento do útero pré-contraído com 60 mM de KCl de maneira 

dependente de concentração, o que pode ser evidenciado pelo valor de R2 

(0,98 ± 0,001), apresentando valor de CE50 = 2,1 ± 0,3 x 10-5 M. O tempo médio 

para que diplotropina promovesse relaxamento máximo (Emax = 85 ± 2,5 %) foi 

de aproximadamente 220 ± 5 minutos (Gráfico 8). 

 Este efeito foi reversível após 30 minutos da retirada de diplotropina da 

cuba. 
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Gráfico 8. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por KCl 
(60 mM) em útero isolado de rata (n = 5). Os símbolos e as barras verticais 
representam a média ± e.p.m., respectivamente. 
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4.3.3.2 Efeito de diplotropina sobre a contração induzida por Ca2+ em meio 
despolarizante nominalmente sem cálcio 
 

 Diplotropina, nas concentrações 3 x 10-5, 10-4 e 3 x 10-4 não antagonizou 

as contrações induzidas cumulativamente ao CaCl2 em meio despolarizado 

com 60 mM de KCl e nominalmente sem Ca2+ em útero isolado de rata. O que 

foi evidenciado pela ausência de desvio significante da curva controle 

(CE50 =  5,1 ± 1,4 x 10-4 M) para a direita, como pode ser observado pelos 

valores de CE50 após 3 x 10-5 M (0,9 ± 0,2 x 10-3 M), 10-4 M (1,1 ± 0,2 x 10-3 M) 

e 3 x 10-4 M (1,6 ± 0,4 x 10-3 M) e ainda por não ter havido redução do Emax 

(Gráfico 9). 
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Gráfico 9. Efeito de diplotropina frente às curvas cumulativas ao CaCl2 em 
meio despolarizante nominalmente sem Ca2+, em útero isolado de rata. Os 
símbolos 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 10-4 [ ]). *p < 0,05 (Teste “t” de Student, controle x 
presença de diplotropina). 
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4.3.4 Avaliação do envolvimento dos canais para potássio no mecanismo 
de ação tocolítica de diplotropina 
 
4.3.4.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de cloreto de césio (CsCl) em útero 
isolado de rata 
 
 Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentração 

(Figura 15 B e Gráfico 10), o útero pré-contraído com 10-2 UI/mL de ocitocina, 

tanto na ausência (CE50 = 1,7 ± 0,5 x 10-5 M) como na presença de 5 mM de 

CsCl (CE50 = 3,8 ± 0,7 x 10-5 M). A potência relaxante do flavonóide diplotropina 

na presença de CsCl, bloqueador inespecífico dos canais para K+, diminuiu 

cerca de duas vezes (Gráfico 11). A figura 15 A, mostra a curva controle na 

ausência de diplotropina, demonstrando que a contração não se dissipa com o 

tempo, permanecendo sustentada durante todo o período do experimento. O 

tempo médio de relaxamento foi de 195 ± 5 minutos, sendo reversível após 30 

minutos da remoção de diplotropina do banho. 
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Figura 15. (A) Registro original representativo da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 5 mM de CsCl (controle). (B) Efeito 
relaxante de diplotropina sobre a fase tônica da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 5 mM de CsCl em útero isolado de rata. 
Os números representam os pontos, durante o curso temporal do efeito 
tocolítico, onde o flavonóide diplotropina foi adicionado nas seguintes 
concentrações (M): ( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, 
( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 10. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina na ausência ( , n = 5) e na presença de 5 mM de CsCl 
( , n = 6) em útero isolado de rata. Os símbolos 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 + CsCl). 
 

diplotropina

diplotropina + CsCl
0

1.0×10 -5

2.0×10 -5

3.0×10 -5

4.0×10 -5

5.0×10 -5

*

C
E 5

0 
(M

)

 
Gráfico 11. Valores da CE50 de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por ocitocina, na ausência (n = 5) e na presença 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 CsCl + ocitocina; teste “t” de Student). 
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4.3.4.2 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+) ou 
4-aminopiridina (4-AP) em útero isolado de rata 
 
 Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentração 

(Figura 16 B e Gráfico 12), o útero pré-contraído com 10-2 UI/mL de ocitocina 

tanto na ausência (CE50 = 1,7 ± 0,5 x 10-5 M) como na presença de 1 mM de 

TEA+ (CE50 = 5,9 ± 1,5 x 10-5 M), sem atingir 100 % de relaxamento. A potência 

relaxante do flavonóide diplotropina na presença do bloqueador dos BKCa 

diminuiu cerca de 3,5 vezes (Gráfico 13). A figura 16 A, mostra a curva controle 

na ausência de diplotropina, demonstrando que a contração não se dissipa 

com o tempo, durante todo o decorrer do experimento. O tempo médio de 

relaxamento foi de 175 ± 5 minutos, sendo reversível após 30 minutos da 

remoção de diplotropina do banho. 
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Figura 16. (A) Registro original representativo da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 1 mM de TEA+ (controle). (B) Efeito 
relaxante de diplotropina sobre a fase tônica da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 1 mM de TEA+ em útero isolado de 
rata. Os números representam os pontos, durante o curso temporal do efeito 
tocolítico, onde o flavonóide diplotropina foi adicionado nas seguintes 
concentrações (M): ( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, 
( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 12. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina na ausência ( , n = 5) e na presença de 1 mM de TEA+ 
(▲, n = 5) em útero isolado de rata. Os símbolos 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 + TEA+). 
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Gráfico 13. Valores da CE50 de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por ocitocina, na ausência (n = 5) e na presença de 1 mM de TEA+ 
(n = 5). 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 concentração e eqüipotente (Figura 17 e Gráfico 14), o útero 

pré-contraído com 10-2 UI/mL de ocitocina tanto na ausência 

(CE50 = 1,7 ± 0,5 x 10-5 M) como na presença de 0,3 mM de 4-AP 

(CE50 = 2,3 ± 0,4 x 10-5 M). Porém, neste caso, o bloqueador dos Kv não foi 

capaz de deslocar para a direita a curva de relaxamento induzida pelo 

flavonóide diplotropina. O tempo médio de relaxamento foi de 200 ± 10 

minutos, sendo reversível após 30 minutos da remoção de diplotropina do 

banho. 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 17. (A) Registro original representativo da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 0,3 mM de 4-AP (controle). (B) Efeito 
relaxante de diplotropina sobre a fase tônica da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 0,3 mM de 4-AP em útero isolado de 
rata. Os números representam os pontos, durante o curso temporal do efeito 
tocolítico, onde o flavonóide diplotropina foi adicionado nas seguintes 
concentrações (M): ( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, 
( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 14. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina na ausência ( , n = 5) e na presença de 0,3 mM de 
4-AP (▼, n = 4) em útero isolado de rata. Os símbolos e as barras verticais 
representam a média ± e.p.m., respectivamente. 
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4.3.4.3 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
ocitocina, na ausência e na presença de iberiotoxina (IbTx) em útero 
isolado de rata 
 
 Diplotropina, quando aplicada cumulativamente (10-8 – 10-3 M) relaxou, 

(Figura 18 e Gráfico 15), o útero pré-contraído com 10-2 UI/mL de ocitocina 

tanto na ausência, Emax = 80 ± 4,0 %, (CE50 = 1,9 ± 0,6 x 10-5 M) quanto na 

presença de 93 nM de IbTx (CE50 = 9,0 ± 3,1 x 10-5 M), não atingindo o efeito 

máximo (Emax = 50 ± 12,0 %). O bloqueador seletivo dos BKCa foi capaz de 

deslocar para a direita a curva de relaxamento induzido por diplotropina, 

aumentando o valor de CE50 em, aproximadamente, 5 vezes (Gráfico 16). O 

tempo médio de relaxamento foi de 200 ± 10 minutos, sendo reversível após 30 

minutos da remoção de diplotropina do banho. 
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Figura 18. (A) Registro original representativo da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 93 nM de IbTx (controle). (B) Efeito 
relaxante de diplotropina sobre a fase tônica da contração induzida por 
10-2 UI/mL de ocitocina na presença de 93 nM de IbTx em útero isolado de 
rata. Os números representam os pontos, durante o curso temporal do efeito 
tocolítico, onde o flavonóide diplotropina foi adicionado nas seguintes 
concentrações (M): ( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, 
( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 15. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina na ausência ( , n = 5) e na presença de 93 nM de IbTx 
(●, n = 3) em útero isolado de rata. Os símbolos 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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Gráfico 16. Valores da CE50 de diplotropina sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por ocitocina, na ausência (n = 5) e na presença 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 Avaliação do envolvimento da via de sinalização dos nucleotídios 
cíclicos (AMPC/GMPC) no mecanismo de ação tocolítica de diplotropina 

 
4.3.5.1 Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
KCl, na ausência e na presença de aminofilina em útero isolado de rata 
 
 Diplotropina relaxou, de maneira dependente de concentração (10-8 – 

10-3 M), o útero pré-contraído com 60 mM de KCl (Figura 19 B), tanto na 

ausência (CE50 = 2,1 ± 0,3 x 10-5 M) como na presença de 10-4 M de aminofilina 

(CE50 = 1,3 ± 0,6 x 10-5 M), não havendo diferença significante entre os valores 

de CE50 (Gráfico 17). O tempo médio de relaxamento foi de 300 ± 10 minutos, 

sendo reversível após 45 minutos da remoção de diplotropina do banho. 

 

 
 
 

 
 
 
Figura 19. (A) Registro original representativo da contração induzida por 
60 mM de KCl na presença de 10-4 M de aminofilina (AMF) (controle). (B) Efeito 
relaxante de diplotropina sobre a fase tônica da contração induzida por KCl na 
presença de 10-4 M de AMF em útero isolado de rata. Os números representam 
os pontos, durante o curso temporal do efeito tocolítico, onde o flavonóide 
diplotropina foi adicionado nas seguintes concentrações (M): ( ) 10-8, 
( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, ( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, ( ) 3 x 10-5, 
( ) 10-4, ( ) 3 x 10-4 e (   ) 10-3. 
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Gráfico 17. Efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 
60 mM de KCl, na ausência ( ) e na presença ( ) de 10-4 M de AMF, em útero 
isolado de rata. Os símbolos e as barras verticais representam a 
média ± e.p.m., respectivamente de 3 experimentos. 
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4.4 Estudo da Relação Entre a Modificação Estrutural e o Efeito 
Espasmolítico de DPTN-Sint. 1 
 
 Após testar o efeito de diplotropina em modelos de músculos lisos 

isolados (aorta de rato, íleo e traquéia de cobaia e útero de rata) e de posse de 

resultados significantes em íleo de cobaia e útero de rata, propôs-se aos 

nossos colaboradores do Setor de Química um estudo de relação entre 

modificação estrutural na molécula de diplotropina e atividade farmacológica do 

derivado sintético. Diante disso, foi obtido o derivado sintético, DPTN-Sint. 1, 

(Figura 4), a partir de modificações estruturais no composto natural, 

diplotropina, utilizando-se técnicas de síntese orgânica e de transformações 

químicas orgânicas com o objetivo de aumentar a potência da atividade 

farmacológica mais evidente no flavonóide diplotropina, que é a de induzir 

relaxamento em íleo isolado de cobaia. 
 
4.4.1 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente às contrações fásicas induzidas por 
10-6 M de acetilcolina ou de histamina em íleo isolado de cobaia 
 

Inicialmente, devido aos resultados anteriormente observados com 

diplotropina em íleo isolado de cobaia, testamos o possível efeito espasmolítico 

do derivado sintético, a quinona codificada como DPTN-Sint. 1. Neste modelo 

de músculo liso foi possível observar que, ao contrário do que anteriormente 

havia sido obtido com o flavonóide diplotropina, a incubação de DPTN-Sint. 1 

até a concentração 3 x 10-4 M não promoveu inibição das contrações fásicas 

induzidas por 10-6 M de acetilcolina ou histamina (Quadro 1).   

 
4.4.2 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre o tônus espontâneo, bem como sobre 
as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de carbacol em traquéia 
isolada de cobaia 
 

DPTN-Sint. 1, até a concentração de 3 x 10-4 M, não apresentou efeito 

relaxante significante sobre o tônus espontâneo da traquéia de cobaia porém, 

relaxou, de maneira dependente de concentração (10-8 - 3 x 10-4 M), a traquéia 

de cobaia pré-contraída com 10-6 M de carbacol, tanto na presença 
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(CE50 = 4,2 ± 0,8 x 10-5 M) como na ausência (CE50 = 2,7 ± 0,5 x 10-5 M) de 

epitélio funcional (Gráfico 18), com tempo médio de relaxamento de 150 ± 5 

minutos. Este efeito foi reversível após 30 minutos da retirada de DPTN-Sint. 1 

da cuba. 

Tomando como referência os valores de CE50 apresentados por 

DPTN-Sint. 1, tanto na presença como na ausência de epitélio funcional, 

verificou-se que não houve diferença significante entre estes porém, o valor de 

Emax foi significantemente reduzido (Emax = 78 ± 6,0 %) quando os anéis de 

traquéia apresentavam epitélio íntegro.  

 

 

 
 

 

 

 
 

Figura 20. Registro original representativo do efeito relaxante de DPTN-Sint. 1 
sobre a fase tônica da contração induzida por 10-6 M de carbacol em traquéia 
isolada de cobaia, na presença (A) e na ausência (B) de epitélio funcional. Os 
números representam os pontos, durante o curso temporal do efeito relaxante, 
onde o derivado quinona foi adicionado nas seguintes concentrações (M): 
( ) 10-8, ( ) 3 x 10-8, ( ) 10-7, ( ) 3 x 10-7, ( ) 10-6, ( ) 3 x 10-6, ( ) 10-5, 
( ) 3 x 10-5, ( ) 10-4 e ( ) 3 x 10-4. 
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Gráfico 18. Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre a fase tônica das contrações 
induzidas por 10-6 M de carbacol em traquéia isolada de cobaia (n = 4), tanto 
na presença ( ) como na ausência () de epitélio funcional. Símbolos e barras 
verticais representam a média ± e.p.m. ANOVA “one-way”, seguido do teste de 
Bonferroni, *p < 0,05 (presença x ausência de epitélio funcional). 
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4.4.3 Efeito de DPTN-Sint. 1 sobre as contrações tônicas induzidas por 
3 x 10-7 M de fenilefrina em aorta isolada de rato 

 

Corroborando com o que anteriormente havia sido observado com a 

molécula protótipo de DPTN-Sint. 1, o flavonóide diplotropina, a adição do 

derivado quinona (3 x 10-5 – 3 x 10-4 M) sobre os anéis de aorta isolada de rato 

pré-contraídos com FEN (3 x 10-7 M), tanto na ausência quanto na presença de 

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

 

 

 

 

 

Figura 21. Registro original representativo do efeito de DPTN-Sint. 1 sobre a 
fase tônica da contração induzida por 3 x 10-7 M de fenilefrina em aorta isolada 
de rato, na presença (A) e na ausência (B) de endotélio. 
 

A 

B 
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4.4.4 Efeito de DPTN-Sint. 1 frente às contrações fásicas induzidas por 
10-2 UI/mL de ocitocina ou por 10-6 M de carbacol em útero isolado de rata 
 

Ao contrário do que anteriormente havia sido observado com o 

flavonóide diplotropina, a incubação de DPTN-Sint. 1 (10-8 – 3 x 10-4 M) não 

inibiu as contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de ocitocina ou 10-6 M de 

carbacol em útero isolado de rata (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Comparação do efeito espasmolítico de diplotropina e seu análogo 

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

Órgãos Isolados Efeito Espasmolítico 
(diplotropina) 

Efeito Espasmolítico 
(DPTN-Sint. 1) 

Íleo de cobaia + -– 

Útero de rata + -– 

Aorta de rato -– -– 

Traquéia de cobaia -– + 

 

Nota: + (apresentou efeito), -– (não apresentou efeito) 
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5 DISCUSSÃO 
 

Em estudos anteriormente realizados pela nossa equipe no Laboratório 

de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas, do Laboratório de 

Tecnologia Farmacêutica da Universidade Federal da Paraíba, ficou 

evidenciado que o mecanismo de ação pelo qual o flavonóide do tipo 

furanoflavana, diplotropina, exerce seu efeito relaxante em íleo isolado de 

cobaia envolve o bloqueio do influxo de Ca2+ neste órgão (LIMA et al., 2005). 

Paralelamente aos estudos sobre o mecanismo de ação espasmolítica 

de diplotropina em íleo isolado de cobaia, também eram realizados testes 

sobre a atividade deste flavonóide em outros modelos de músculos lisos, tais 

como: útero isolado de rata, traquéia isolada de cobaia e aorta isolada de rato. 

Após tais testes, ficou demonstrado que, além do efeito espasmolítico em íleo 

de cobaia, diplotropina apresenta efeito tocolítico porém não é capaz de relaxar 

a traquéia de cobaia nem a aorta de rato, fato que pode estar diretamente 

relacionado com o mecanismo de ação espasmolítica proposto para 

diplotropina em íleo de cobaia e útero de rata, pois há diferenças, de acordo 

com o tipo de tecido estudado, na distribuição dos canais iônicos e ainda na 

maior ou menor dependência do funcionamento de tais canais para o 

funcionamento de cada um deles. 

Em continuidade aos estudos sobre o mecanismo de ação espasmolítica 

da diplotropina em íleo de cobaia, ficou evidente a participação dos canais para 

K+ contribuindo para tal mecanismo, visto que a presença de bloqueadores 

destes canais, como o cloreto de césio (CsCl), um bloqueador não seletivo dos 

canais para K+, interferiu no efeito relaxante induzido por diplotropina, também 

foi possível observar que a caribdotoxina (ChTx), um bloqueador não seletivo 

dos IKCa, BKCa e KV, semelhantemente ao CsCl, interfere no efeito relaxante 

observado com esse flavonóide (LIMA, 2004). 

Diante do exposto acima, decidiu-se também aprofundar os estudos 

sobre o mecanismo de ação relaxante de diplotropina em útero isolado de rata. 

Além disso, como nossos colaboradores do Setor de Química Orgânica 

propuseram a realização de modificações na estrutura química do protótipo 

natural, o flavonóide diplotropina, e obtenção de derivados sintéticos para que 

estes fossem testados e seus possíveis efeitos em músculos lisos fossem 
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comparados aos anteriormente observados com o protótipo natural, decidiu-se 

associar à investigação do mecanismo de ação, um estudo comparativo entre o 

primeiro derivado sintético obtido e o composto natural. 

Neste trabalho estão reunidas evidências farmacológicas que dão 

suporte a hipótese de que o flavonóide diplotropina (3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6, 7 

2”, 3”-furanoflavana), isolado da fase hexânica do extrato etanólico bruto obtido 

das cascas do caule da espécie Diplotropis ferruginea Benth. (Fluxograma 1), 

exerce seu efeito relaxante em íleo de cobaia e útero de rata a partir de uma 

interação e conseqüente ativação dos BKCa que, neste sentido, são 

considerados os possíveis alvos finais para tal efeito relaxante, até por que 

fisiologicamente tais canais para K+ são determinantes, mas não os únicos 

alvos, para proporcionar o relaxamento de tais órgãos. 

Seguindo os estudos para elucidação do mecanismo de ação relaxante 

de diplotropina em íleo de cobaia e útero de rata, bem como para incluir ou 

descartar hipóteses que surgiram com o avanço de tal investigação, tais como 

a influência de nucleotídios cíclicos para abertura dos canais para K+, a 

possível entrada de diplotropina na célula, devido seu caráter lipofílico, o que 

ficou bastante evidente após cálculo do logP (3,053 ± 0,437) (Anexo 2), a 

interação com enzimas que promovem o aumento de tais nucleotídios, a 

ativação de canais para Ca2+ na membrana do RS, seu aumento no citosol e a 

facilitação da ativação dos BKCa, vários experimentos foram realizados e, 

conseqüentemente, diversos resultados foram obtidos e permitiram, após sua 

análise, a proposta de uma possível via que explique o efeito relaxante 

observado com diplotropina nestes órgãos. 

 Constam na literatura científica, diversos relatos sobre o efeito relaxante 

de flavonóides em músculos 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 têm significantes 

atividades anti-hipertensiva (CONSENTINO; VOLPE, 2002; VILLAR et al., 

2002), espasmolítica (MIDDLETON, 1984; ABDALLA; ABU-ZARGA, 1987; 

CAPASSO et al., 1988, 1991a, 1991b; DI CARLO et al., 1999; LIMA, 2004; 

LIMA et al., 2005) e tocolítica (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997, 

2000). 
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 Após a observação de que diplotropina parecia estar ativando 

diretamente canais para K+ e, indiretamente, contribuindo para a inibição do 

influxo de Ca2+ na célula muscular, ao invés de se ligar diretamente aos canais 

para Ca2+ sensíveis à voltagem (CaV), bloquendo-os (LIMA et al., 2005), 

decidiu-se continuar investigando tal mecanismo utilizando como agente 

contracturante a ACh. 

 Neste trabalho, demonstrou-se que a presença de IbTx promove uma 

redução considerável da potência relaxante de diplotropina em íleo isolado de 

cobaia (Gráficos 2 e 3) e, além disso, o efeito relaxante máximo anteriormente 

observado não é obtido (Gráfico 2), evidenciando que a ativação desses canais 

é um passo essencial no mecanismo de ação relaxante induzido por 

diplotropina em íleo de cobaia. Já os resultados obtidos após a aplicação de 

4-AP, corroboram a idéia de que estes não estão envolvidos no efeito relaxante 

promovido pelo flavonóide, visto que não há diferença significante entre os 

valores de CE50 antes e após a incubação da 4-AP (Gráfico 1). 

Corroborando com os resultados relatados acima, a aplicação de 10-4 M 

de diplotropina sobre o tônus basal do íleo de cobaia não promove nenhuma 

alteração desse tônus, o que permite concluir, pelo menos em nível funcional, 

que não há bloqueio direto do influxo de Ca2+ através dos CaV, e que este 

provavelmente está se dando devido a uma modulação positiva dos BKCa pela 

diplotropina.  

É bastante relatado na literatura científica que, além da inibição do 

influxo de Ca2+, produtos naturais e sintéticos análogos do AMPC são capazes 

de reduzir a [Ca2+]i livre (ABE; KARAKI, 1989; 1992), podendo acontecer: 

(1) por fosforilação, via PKA, dos IP3R no RS e redução da liberação de Ca2+ 

dos estoques intracelulares sensíveis ao InsP3 (KOMALAVILAS; LINCOLN, 

1996); (2) por recaptação de Ca2+ por transportadores no RS (HWANG; VAN 

BREEMEN, 1987), devido ao aumento no funcionamento do trocador Na+/Ca2+ 

(WOO; MORAD, 2001) ou da Ca2+-ATPase do RS (SERCA) (YAEKURA; 

YADA, 1998) e, conseqüentemente, redução da capacidade contrátil do 

músculo liso (VAN RIPER et al., 1995). 

Diante de tais fatores, o resultado dessa redução no conteúdo de [Ca2+]i 

livre é o relaxamento do músculo liso (THORNELOE; NELSON, 2005), pois o 

espasmo pode ser inibido quando se impede alguma etapa da via de 
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sinalização bioquímica ativada durante o processo contrátil (CASTEELS; 

SUZUKI, 1980; NEILD; KOTE-CHA, 1987; NELSON et al., 1988) e, de acordo 

com Somlyo e colaboradores (2004), se o mecanismo contrátil se dá pelo 

aumento da [Ca2+]i, o relaxamento do músculo liso se dá pelo retorno dos 

níveis de Ca2+ livre no citosol aos níveis basais. 

Caso diplotropina realmente estivesse bloqueando a entrada de Ca2+ no 

músculo liso, advindo do meio extracelular, seria esperado que, após sua 

adição no meio, houvesse diminuição da [Ca2+]i e, conseqüentemente, o 

favorecimento do relaxamento. 

Visando testar tal hipótese, avaliou-se o efeito de diplotropina sobre a 

razão de fluorescência do fura 2, que é dependente de sua ligação aos íons 

Ca2+ em miócitos de íleo de cobaia, tanto na ausência como na presença de 

um estímulo que aumentasse os níveis basais de Ca2+, neste último caso, foi 

utilizada a ACh, na concentração 10-6 M. 

De acordo com o que se pode observar nas figuras 12 e 13, diplotropina 

promoveu redução significativa da razão de fluorescência nas duas situações. 

Este dado em conjunto com outro fato importante, o de que o curso temporal 

do efeito de diplotropina requer poucos segundos para atingir seu Emax em 

reduzir a fluorescência dependente de Ca2+ (Gráfico 4 e Figura 12) e ainda ao 

fato de que diplotropina não promove nenhuma alteração, em nível funcional, 

no tônus basal do íleo de cobaia, é um forte indicativo de que tal efeito não está 

associado à produção de mensageiros secundários, o que leva a sugerir que, 

provavelmente, diplotropina esteja ativando diretamente os BKCa e, 

conseqüentemente, de maneira indireta, impedindo o influxo de Ca2+ nos 

miócitos isolados de íleo de cobaia devido ao fechamento dos CaV em 

conseqüência da repolarização/hiperpolarização de membrana induzida pela 

abertura dos BKCa. 

A regulação das contrações uterinas é um parâmetro de grande 

importância para a saúde da mulher. As cólicas uterinas e abortos prematuros 

são problemas que acometem mulheres em todo o mundo. Por exemplo, as 

contrações uterinas fortes e regulares são essenciais para a iniciação do 

trabalho de parto bem como, manutenção e eventual expulsão do feto e da 

placenta durante o nascimento. 
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A hiperatividade uterina antes do tempo pré-dispõe as grávidas ao 

trabalho de parto prematuro. Contrações uterinas inadequadas podem impedir 

o trabalho de parto e aumentar a incidência de emergências das cesarianas e 

hemorragias pós-parto com perigo potencial para a mãe e para a criança 

(ADELSTEIN; HATHAWAY, 1979; WRAY, 1993). 

Tentar descobrir alguma substância que possa prevenir ou até curar tais 

problemas é de extrema importância e, uma vez que o flavonóide diplotropina 

também apresentou efeito relaxante em útero isolado de rata, surge a 

importância de se tentar elucidar o mecanismo de ação tocolítica apresentado 

por este flavonóide. 

Tal ação tocolítica apresentada por diplotropina se dá por um 

mecanismo não-seletivo, visto que este flavonóide é capaz de inibir as 

contrações induzidas tanto por ocitocina quanto por carbacol, não 

apresentando diferença significante entre os seus valores de CI50 frente às 

contrações fásicas induzidas por tais agonistas, o que, naquele momento, nos 

levou a sugerir que diplotropina poderia estar agindo em um passo comum da 

via de sinalização que leva a contração para ambos os agonistas testados e 

não em nível de receptor, uma vez que a via de sinalização da ocitocina assim 

como do carbacol para indução da contração é a mesma, porém cada um dos 

agonistas tem o seu próprio sistema de receptor. 

Desta forma, visando confirmar ou eliminar a hipótese de que 

diplotropina estaria agindo em nível de receptor, avaliou-se seu efeito frente às 

curvas cumulativas à ocitocina. Corroborando com o que havíamos inicialmente 

sugerido, foi observado que diplotropina provavelmente não está agindo em 

nível de receptor de ocitocina, visto que não antagonizou as contrações 

induzidas cumulativamente à ocitocina, o que pode ser observado pela 

ausência de desvio significante para direita das curvas concentração-resposta 

cumulativas à ocitocina, sem que o efeito máximo fosse atingido (Gráfico 6).  
 O mecanismo de contração uterino é similar aos outros tipos de 

músculos lisos (WRAY, 1993; WRAY et al., 2001). Para que haja ativação 

dessa contração é necessário que haja um aumento global da [Ca2+]i, sendo 

que a principal fonte de Ca2+ 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 citoplasmático durante uma despolarização de membrana ou 

após estímulo de um agonista. 

A regulação funcional da [Ca2+]i, para dar início a uma resposta contrátil 

no músculo liso depende de dois tipos diferentes de estímulos que levam a dois 

tipos de acoplamentos: o acoplamento eletromecânico, que está envolvido com 

a mudança do potencial de membrana (Vm) e o acoplamento fármaco-

mecânico, que acontece quando a contração promovida por um agonista é 

sempre maior que a observada só com a mudança do Vm (REMBOLD, 1996; 

WOODRUM; BROPHY, 2001).  

 Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil através do 

acoplamento eletromecânico são devido a uma despolarização de membrana 

diretamente, que pode ser causada, possivelmente, pelo aumento da 

concentração externa de K+ ([K+]e) ou indiretamente pela ligação dos agonistas 

aos seus receptores levando à abertura dos Cav, causando influxo de Ca2+ 

para o citoplasma e, conseqüentemente, a contração (REMBOLD, 1996; 

BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; ALIOUA et al., 2002). 

 Em miócitos uterinos os mecanismos de sinalização para liberação de 

cálcio intracelular envolvem principalmente a ação de agonistas como a 

ocitocina, as prostaglandinas, os α-adrenérgicos e os muscarínicos. A ligação 

de tais agonistas aos seus receptores na superfície da membrana proporciona 

a ativação via da fosfolipase C (PLC) via proteínas ligantes de GTP, resultando 

na produção de InsP3 e, conseqüentemente, liberação de Ca2+ do RS (MARC 

et al., 1986; ANWER; SANBORN, 1989; ARNAUDEAU et al., 1994). Também 

já foi observada a participação dos receptores de rianodina (RyR) no 

mecanismo de liberação de Ca2+ intracelular em células miometriais, um 

mecanismo denominado, liberação de Ca2+ induzida pelo próprio Ca2+ (CICR). 

 Sabe-se que a contração no músculo liso em resposta a vários agentes, 

é frequentemente, composta por duas fases: um componente fásico rápido 

seguido por um lento, porém sustentado, o componente tônico (VAN 

BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979) e esta 

resposta bifásica é devido à fonte dual de Ca2+ no músculo liso, isto é, os 

estoques intracelulares e o líquido extracelular. Em útero de rata, a ocitocina e 

o carbacol, produzem esta resposta bifásica, e é sugerido que a contração 

fásica é causada por liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares mediados 
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por InsP3 (ABDEL-LATIF, 1989; WRAY, 1993; ASOKAN et al., 2002). Por outro 

lado, a contração tônica é atribuída ao influxo de Ca2+ através dos Cav (WRAY, 

1993). A probabilidade de abertura dos CaV é favorecida por uma 

despolarização de membrana por estímulo mediado por acoplamento fármaco 

e eletromecânico (REMBOLD, 1996).  

 Um passo comum às vias de sinalização dos agonistas testados 

(ocitocina e carbacol) é a despolarização da membrana plasmática, com 

conseqüente abertura dos CaV o que leva a um influxo de Ca2+, resultando na 

manutenção da fase tônica da contração no útero de rata (WRAY, 1993). 

 Diante dessas premissas e visando confirmar a hipótese de que 

diplotropina está promovendo efeito relaxante em útero de rata por inibir um 

passo comum da via de sinalização, investigou-se seu efeito sobre o 

componente tônico da contração induzida por ocitocina (acoplamento fármaco 

e eletromecânico). Pode-se observar que diplotropina relaxou o útero pré-

contraído com ocitocina de maneira dependente de concentração (Figura 14 e 

Gráfico 7) porém sem atingir 100 % de relaxamento.  

 Sabendo que o Ca2+ é um mensageiro intracelular capaz de controlar 

processos celulares como a contração e ainda devido, em trabalhos anteriores, 

ter sido observado que diplotropina relaxa o músculo liso de útero isolado de 

rata (LIMA, 2004) e agora que tal mecanismo não se dá por ativação dos 

receptores da OT da ocitocina (Gráfico 6), surgiu a seguinte pergunta: será que 

o flavonóide diplotropina estaria promovendo relaxamento do útero de rata por 

bloqueio do influxo de Ca2+ através dos CaV? Para testarmos esta hipótese, 

avaliou-se o efeito de diplotropina sobre o componente tônico da contração 

induzida por 60 mM de KCl (acoplamento eletromecânico) em útero isolado de 

rata  (Gráfico 8). O fato de diplotropina promover o relaxamento do útero pré-

contraído com 60 mM de KCl de maneira dependente de concentração 

(CE50 = 2,1 ± 0,3 x 10-5 M) (Gráfico 8), permite sugerir que o mecanismo 

envolvido nesse efeito relaxante parece se dar por bloqueio direto do influxo de 

cálcio através dos CaV. 

 Visando confirmar a hipótese anterior de que diplotropina estaria 

bloqueando o influxo de Ca2+ através dos CaV presentes na membrana 

plasmática, avaliou-se seus efeitos frente às contrações induzidas 

cumulativamente ao CaCl2 em meio despolarizado por 60 mM de KCl e 
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nominalmente sem Ca2+ , e observou-se que o flavonóide diplotropina não 

desviou significantemente para a direita as curvas cumulativas ao CaCl2 

(Gráfico 9), o que não corrobora a hipótese anterior. Diante de tal resultado, o 

mecanismo pelo qual diplotropina está promovendo efeito espasmolítico em 

útero isolado de rata parece não envolver um bloqueio direto do influxo de Ca2+ 

através dos CaV. 

 De acordo com Khan e colaboradores (2001), para melhor compreensão 

e caracterização do controle do miométrio, os canais iônicos são 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+ 

estão emergindo gradualmente como alvos para investigação no controle da 

contração do músculo liso uterino, especialmente com respeito à 

caracterização dos BKCa. Porém, foram realizados poucos estudos com 

enfoque no papel e modulação de canais iônicos, sejam eles para Ca2+, Na+, 

K+ ou Cl-. 

 Os canais para K+ têm uma ampla distribuição, estando difundidos, 

virtualmente, em todos os tipos de células estudadas e envolvidos em vários 

processos celulares. A função principal de tais canais é reduzir a excitabilidade 

celular, e isso é devido à manutenção do potencial de membrana da célula 

próximo do potencial de reversão do íon K+, que é negativo sobre um gradiente 

fisiológico. Isto significa que o estímulo despolarizante é contrabalanceado pela 

geração de uma corrente de K+ para o exterior da célula. Essas correntes 

causam hiperpolarização ou repolarização de membrana, que se contrapõem à 

geração do potencial de ação e, assim, reduzem a contração miometrial (KHAN 

et al., 2001). Todos estes canais podem ser ativados na fase de repolarização 

do potencial de ação e as contribuições relativas deles podem sofrer controle 

hormonal e são diretamente dependentes das fases da gravidez (SANBORN, 

2000). 

No miométrio, sabe-se que variações rítmicas na permeabilidade ao 

Ca2+ contribuem para a despolarização e variações na permeabilidade ao íon 

K+ contribuem para a repolarização ou hiperpolarização (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, há pelo 

menos quatro diferentes famílias de canais para K+ identificadas, a dos BKCa, 

dos KV, dos KATP e dos Kir (NELSON; QUAYLE, 1995). Sendo que, a 

repolarização ou hiperpolarização de membrana ocorre devido, principalmente, 

a ativação dos BKCa, que são ativados quando a [Ca2+]i se eleva na ordem de 

μM, e a ativação dos KV, em decorrência à despolarização de membrana 

(LEDOUX et al., 2006). Tal ativação leva a uma redução no influxo de Ca2+ 

através dos CaV por sua inibição e, conseqüentemente, a uma redução da 

[Ca2+]i (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 2006). 

Inicialmente levantou-se a hipótese de que diplotropina poderia estar 

inibindo as contrações uterinas por ativar os canais para K+ e, indiretamente, 

bloquear os canais para Ca2+. Para testar esta hipótese, avaliou-se o efeito 

desse flavonóide sobre o componente tônico das contrações induzidas por 

ocitocina na presença e na ausência de CsCl, um bloqueador inespecífico de 

canais para K+ (LATORRE et al., 1989). A observação de que a curva de 

relaxamento induzida por diplotropina no útero pré-contraído com ocitocina na 

presença do CsCl foi desviada para a direita, em relação à curva controle na 

ausência de CsCl (Figura 15 B e Gráfico 10), e que a potência relaxante do 

flavonóide na presença do bloqueador (CE50 = 3,8 ± 0,7 x 10-5 M) foi cerca de 

duas vezes menor do que na sua ausência (Gráfico 11), nos leva a sugerir que, 

provavelmente, haja a ativação de canais para K+ no mecanismo de ação 

relaxante de diplotropina em útero isolado de rata. 

Sabe-se que os KV desempenham importante papel na manutenção do 

potencial de repouso em diferentes músculos lisos. Até hoje, pelo menos doze 

diferentes subfamílias de subunidades-α de KV têm sido relatadas e os genes 

que codificam essas subunidades funcionais desses canais já foram 

identificados tanto no genoma humano como de outros animais (YU; 

CATTERALL, 2004). Isso demonstra a grande diversidade e complexidade de 

ações que podem ser esperadas a partir da ativação destes canais para K+ na 

membrana. 

Os KV podem ser classificados de acordo com características biofísicas 

e farmacológicas em: KA (Canal-A), Kdr (retificadores tardios), KV(r) (retificador 

tardio rápido), KV(s) (retificador tardio lento) e KSR (canal do retículo 
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sarcoplasmático) (ALEXANDER; PETERS, 1999; ALEXANDER; MATHIE; 

PETERS, 2007). 

Há um número considerável de experimentos eletrofisiológicos que 

demonstram as características das correntes iônicas dependentes de voltagem 

em células de animais diversos. Estas correntes macroscópicas têm uma 

implicação importante para fisiologia uterina. Existem, claramente, muitos 

processos celulares onde essas correntes são necessárias para a função 

celular. Porém, em miométrio humano existem muito poucos dados sobre 

correntes dependentes de voltagem (KHAN et al., 2001). 

Apesar da grande diversidade dos KV, uma ferramenta farmacológica 

muito importante no estudo desses canais é a 4-AP, que é conhecida por 

bloquear a maioria dos KV, sendo assim usada para o estudo do mecanismo de 

ação de várias substâncias 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 participação dos KV sensíveis à 4-AP no 

efeito relaxante promovido pelo flavonóide diplotropina em útero isolado de rata 

pré-contraído com ocitocina. Na presença de 4-AP, o efeito relaxante 

promovido por diplotropina não foi alterado, uma vez que não houve diferença 

significante das potências relaxantes do flavonóide, tanto na presença 

(CE50 = 2,3 ± 0,4 x 10-5 M), como na ausência (CE50 = 1,7 ± 0,5 x 10-5 M) do 

bloqueador (Gráfico 14). Com isso, pode-se sugerir que o mecanismo de ação 

relaxante promovido por diplotropina em útero isolado de rata provavelmente 

não envolve a ativação dos KV. 

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 rápida despolarização, atribuída primariamente à entrada de Ca2+ (ou Na+ 

durante o início da gravidez) é responsável pela geração do potencial de ação 

(KAO, 1989; MARSHALL, 1990; PARKINGTON, 1990; INOUE et al., 1990a; 

SANBORN, 1995). A diminuição do potencial de ação é consequência do 

envolvimento da abertura de canais para K+ (LATORRE et al., 1989; 

PARKINGTON; COLEMAN, 1990; SANBORN, 1995). 
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Notavelmente, esses canais são ativados por agentes capazes de 

aumentar os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPC) e, 

conseqüentemente, a atividade da PKA, incluindo agonistas β-adrenérgicos e a 

relaxina (TRITTHART et al., 1991; ANWER et al., 1992; MEERA et al., 1995; 

SANBORN et al., 1995) porém, são raros os agentes relaxantes de músculos 

lisos que agem por ativação direta desses canais. 

Sabendo-se da importância dos canais para K+ na musculatura 

miometrial, de sua capacidade de modular os CaV na resposta contrátil, aliada 

a dificuldade em se descobrir uma substância capaz de ativar diretamente 

esses canais, mais especificamente os BKCa, e diante dos resultados obtidos 

com esse flavonóide em músculo liso de íleo de cobaia, cujo controle fisiológico 

se dá de maneira semelhante ao observado em útero de rata, decidimos 

continuar investigando o possível mecanismo de ação farmacológica desse 

flavonóide neste órgão. 

Os BKCa pertencem a uma subclasse de canais para K+ que são ativados 

quando os níveis de Ca2+ intracelular aumentam (BLATZ; MAGLEBY, 1987; 

VERGARA et al., 1998). Os BKCa são os canais para K+ predominantemente 

encontrados em miométrio humano não-grávidos (TRITTHART et al., 1991; 

ERULKAR et al., 1993; PEREZ et al., 1993) e grávidos (ANWER et al., 1993; 

KHAN et al., 1993). Dessa forma estes canais possuem um papel no 

relaxamento do útero, mantendo este em um estado de pouca motilidade ao 

longo da gravidez, impedindo assim as contrações uterinas e, 

conseqüentemente, o aborto. Apesar de estudos mostrarem uma regulação no 

fenótipo deste canal no começo 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 CaV-L, inibir 

o influxo de Ca2+, e conseqüentemente, diminuírem a [Ca2+]i, inibindo a 

contração (WESTON; EDWARDS, 1992; KURIYAMA et al., 1995; LEDOUX et 

al., 2006; LIN et al., 2006). 

Para investigar se diplotropina estaria agindo sobre os BKCa, ativando-os 

e, conseqüentemente, levando a uma hiperpolarização ou a uma repolarização 

de membrana, o que levaria a um bloqueio dos CaV, realizou-se experimentos 

na presença de 1 mM de TEA+, que apesar de ser um bloqueador não-seletivo 
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dos canais para K+, nesta concentração específica, atua como um bloqueador 

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

Nestes experimentos, a curva de relaxamento resultante após a adição de 

diplotropina sobre o útero pré-contraído com ocitocina na presença de TEA+ foi 

desviada para direita, em relação à curva controle, na ausência do TEA+ 

(Gráfico 12) e com uma potência relaxante (CE50 = 5,9 ± 1,5 x 10-5 M) cerca de 

3,5 vezes atenuada em relação ao controle (Gráfico 13), semelhantemente ao 

que ocorreu nos experimentos anteriores, envolvendo o CsCl, porém com 

maior diminuição da potência relaxante de diplotropina. O que corrobora a 

hipótese de que diplotropina promove efeito relaxante em útero de rata, pelo 

menos em parte, por ativação dos BKCa. 

Visando caracterizar ainda melhor a possível participação dos BKCa no 

mecanismo de ação tocolítico de diplotropina e sabendo-se da notável 

especificidade de ação da iberiotoxina, uma toxina isolada do veneno do 

escorpião Buthus tamulus, para os BKCa, decidimos testar o efeito de 

diplotropina sobre as contrações induzidas por ocitocina tanto na presença 

quanto na ausência da IbTx e, interessantemente, após incubarmos 93 nM de 

IbTx na preparação, podemos observar que houve um desvio significante para 

direita da curva de relaxamento induzido pela diplotropina (Gráfico 15), com 

uma redução de, aproximadamente, 5 vezes a potência do flavonóide 

diplotropina, CE50 = 9,0 ± 3,1 x 10-5 M (Gráfico 16). Diante da grande 

importância da descoberta de substâncias que modulem os canais para K+ e, 

mais especificamente, os BKCa, dos resultados até então obtidos em útero 

isolado de rata, atrelados ao fato de que os canais para K+ são importantes na 

regulação do tônus do músculo liso e na regulação da atividade uterina, aliada 

as informações de que os BKCa são os canais para K+ predominantemente 

encontrados em miométrio humano não-grávidos e grávidos e à eliminação da 

hipótese de participação dos KV no efeito tocolítico de diplotropina, é plausível 

afirmar que os BKCa estão envolvidos no efeito relaxante promovido por 

diplotropina em útero isolado de rata. 

Existem muitas evidências de substâncias 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 são capazes de modular positivamente 

a abertura de canais para K+ por fosforilação 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 

importância da via de sinalização dos nucleotídios cíclicos para a modulação 

de vários canais para K+ (COLE et al., 1996; SON et al., 2005; PEARMAN et 

al., 2006) e, conseqüentemente, promover o relaxamento do músculo liso 

devido ao aumento dos níveis de AMPC e/ou GMPC torna-se importante uma 

investigação da participação desses nucleotídios no efeito tocolítico do 

flavonóide diplotropina, até por que, de acordo com o seu perfil químico aliado 

ao valor do logP (Anexo 2), é uma molécula com caráter lipossolúvel, 

conseqüentemente, com certa probabilidade de atravessar a membrana 

plasmática e adentrar na célula. 

O aumento na [GMPC] ativa a proteína cinase G (PKG), enquanto que o 

aumento na [AMPC] ativa tanto uma proteína cinase dependente de AMPC 

(PKA) como a PKG, tais proteínas ativadas irão fosforilar canais iônicos como, 

por exemplo, os canais para K+, levando a abertura dos mesmos, fosforilação e 

bloqueio de canais para Ca2+, bem como a ativação de bombas que 

proporcionam uma diminuição da [Ca2+]i, desta forma levando ao relaxamento 

do músculo liso (REMBOLD, 1996). 

Os níveis de AMPC são controlados por enzimas que hidrolisam a 

ligação entre os carbonos 3’ e 5’ do AMPC denominadas fosfodiesterases 

(PDEs) transformando-o em 5’-AMP, que perde a capacidade de ativar a PKA 

(LEHNART et al., 2005). Sabe-se que a ativação das PDEs, que são capazes 

de transformar o AMPC em AMP, leva ao aumento dos mecanismos contráteis 

no músculo liso por diminuir os níveis de nucleotídios cíclicos (CHOI et al., 

1988; LUGNIER, 2006). Diante disso, uma maneira de se investigar a 

participação de nucleotídios cíclicos no efeito relaxante de uma droga teste é a 

utilização de inibidores de PDEs, onde se espera que a potência relaxante seja 

aumentada. 

Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (1997 e 2000) mostraram que outras 

classes de flavonóides, como genisteína, campferol e quercetina, promovem 

relaxamento da musculatura uterina pré-contraída com 60 mM de KCl, sendo 

que, para os dois últimos flavonóides citados, este efeito parece estar 

relacionado ao aumento do AMPC no meio intracelular. Então surgiu a questão: 
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será que o nosso flavonóide, diplotropina, estaria agindo por aumentar os 

níveis de nucleotídios cíclicos (AMPC/GMPC), como o fazem campferol e 

quercetina? Pois, como acima relatado, o flavonóide diplotropina tem um 

grande caráter lipofílico, devido à presença das quatro metoxilas e do anel 

furano (Figura 2), é provável que ele atravesse a membrana plasmática, 

podendo, desta forma, inibir a fosfodiesterase, e também ativar a PKA ou PKG, 

ou ainda interferir em algum outro passo dessa cascata de sinalização. 

Com o objetivo de confirmar ou descartar tal hipótese, lançou-se mão de 

um conhecido inibidor não seletivo das PDEs, a aminofilina (REVUELTA, 

CANTABRANA; HIDALGO, 2000; HIRSH et al., 2004). Assim, avaliou-se o 

efeito de diplotropina sobre as contrações tônicas induzidas por 60 mM de KCl 

tanto na ausência como na presença da aminofilina. Após esse procedimento 

pode-se observar que o relaxamento do útero induzido por diplotropina não foi 

alterado pela presença da aminofilina (Gráfico 17), o que nos permite sugerir 

que um possível aumento no conteúdo de AMPC/GMPC intracelular e a 

conseqüente ativação da via de sinalização PKA/PKG não está envolvida na 

ação relaxante promovida pelo flavonóide diplotropina em útero isolado de rata, 

pois, se assim fosse o seu efeito deveria ter sido potencializado quando na 

presença da aminofilina. 

Devido, durante a execução de todos os protocolos experimentais que 

proporcionaram a obtenção de todos os resultados até então apresentados, 

nossos colaboradores do Setor de Química Orgânica juntamente com a equipe 

de farmacologia terem planejado a obtenção de derivados sintéticos a partir de 

modificações químicas na estrutura do flavonóide 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 protótipo natural em modelos de músculos lisos, como: íleo 

e traquéia isolados de cobaia, aorta isolada de rato e útero 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 química nem, até então, conhecida como metabólito 

secundário. Diante desse fato, no presente estudo foi demonstrado, pela 

primeira vez, que o sistema 1,4-dimetoxilado da diplotropina parece ser o grupo 

responsável pelo efeito espasmolítico em útero isolado de rata e íleo isolado de 
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cobaia, pois a oxidação deste sistema dimetoxilado resultou na obtenção de 

um derivado sintético, que diferentemente do seu protótipo natural, apresentou 

propriedade relaxante em traquéia isolada de cobaia, ao passo que perdeu tal 

atividade em íleo de cobaia e útero de rata e, semelhantemente à diplotropina, 

continuou sem apresentar atividade vasorelaxante em aorta isolada de rato. 

 Em estudos anteriores foi demonstrado que flavonóide diplotropina 

apresentou atividade espasmolítica não seletiva em útero de rata e em íleo de 

cobaia (LIMA, 2004; LIMA et al., 2005) e tais resultados, juntamente com todos 

os que foram acima apresentados, serviram para comparação com os que 

foram obtidos após os testes com o derivado sintético. 

 Inicialmente levantou-se a hipótese de que o sistema 1,4-dimetoxilado 

da diplotropina poderia ser um provável grupo farmacofórico responsável pela 

atividade espasmolítica deste flavonóide. Para testarmos esta hipótese foi 

proposta a realização de uma reação de oxidação dirigida para as metoxilas 

1,4, o que levou a obtenção 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 não apresentou quaisquer efeitos sobre a aorta de rato 

pré-contraída com fenilefrina. Por outro lado, diferentemente da diplotropina, 

que em estudos anteriores havia exibido atividade espasmolítica não-seletiva 

em útero de rata e em íleo de cobaia (LIMA et al., 2005), DPTN-Sint. 1 

mostrou-se ineficaz em induzir tal atividade nestes órgãos. O fato da oxidação 

das metoxilas nas posições 1 e 4 terem abolido o efeito espasmolítico em útero 

de rata e íleo de cobaia nos leva a sugerir que o sistema dimetoxilado 1,4 é um 

dos responsáveis pelos efeitos espasmolíticos da diplotropina nestes músculos. 

 Interessantemente, a oxidação do sistema 1,4-dimetoxilado 

proporcionou o surgimento de um efeito espasmolítico seletivo para a traquéia 

isolada de cobaia que foi evidenciado pelo relaxamento da traquéia pré-

contraída com carbacol induzido por DPTN-Sint. 1, de maneira dependente de 

concentração e independente de epitélio funcional (Figura 20 e Gráfico 18). 

 Do ponto de vista fisiológico, o íleo de cobaia e o útero de rata são 

músculos fásicos, enquanto que a traquéia de cobaia é um músculo tônico. 

Estas diferenças fisiológicas são resultantes de mecanismos contráteis 



Discussão 

 

99 
 

diferentes, o que levaria a mecanismos espasmolíticos também diferentes. No 

caso do íleo de cobaia já foi demonstrado, em nível funcional, que o 

mecanismo de ação espasmolítico de diplotropina envolve bloqueio do influxo 

de cálcio (LIMA et al., 2005) e redução da [Ca2+]i. Como DPTN-Sint. 1 

apresentou atividade espasmolítica seletiva em traquéia de cobaia é provável 

que esta esteja ocorrendo por outro mecanismo que não o bloqueio direto do 

influxo de cálcio. 

 Em resumo, demonstrou-se que o sistema 1,4-dimetoxilado de 

diplotropina é um dos responsáveis pela atividade espasmolítica deste 

flavonóide em íleo de cobaia e útero de rata, e que a oxidação destas metoxilas 

proporcionou a obtenção de uma nova quinona dotada de efeito espasmolítico 

seletivo para a traquéia de cobaia, dentre os músculos lisos aqui testados. 

Diante de todos os resultados acima apresentados, neste trabalho estão 

reunidas evidências que nos levam a propor que, em nível funcional, o 

mecanismo de ação para explicar o efeito do flavonóide diplotropina em íleo 

isolado de cobaia e útero isolado de rata resida, principalmente, em sua 

capacidade de modular positivamente os BKCa e, conseqüentemente, promover 

repolarização de membrana. Tal repolarização resultaria na inativação dos CaV 

e impedimento do influxo de Ca2+. 

Devido a possibilidade de entrada de diplotropina no meio intracelular, 

fato diretamente relacionado com a sua lipofilicidade (Anexo 2), não se 

descarta a possibilidade de que tal flavonóide esteja interferindo em 

mecanismos intracelulares e, assim, contribuindo para o relaxamento do íleo de 

cobaia e do útero de rata. Diante de tal fato, outras vias de sinalização 

intracelular, ainda não investigadas, podem ter um grande papel no efeito 

relaxante do flavonóide diplotropina sobre os músculos lisos, ainda sendo 

necessárias futuras investigações para a obtenção de uma visão total do 

mecanismo de ação pelo qual diplotropina exerce seus efeitos. 

Atualmente existem muito poucas substâncias capazes de ativar canais 

para K+ e o nível de raridade torna-se ainda maior quando se refere aos BKCa 

que, por sua vez estão bastante presentes no músculo liso e ainda são de 

grande importância para o seu funcionamento, principalmente na regulação 

fisiológica do tônus dos órgãos formados por músculo liso tanto na 

homeostasia como em estados patológicos.  
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Diante disso, podemos estar lidando com um novo ativador desses 

canais, que pode, futuramente, ser utilizado na terapêutica ou ainda funcionar 

como ferramenta farmacológica, tendo em vista que os resultados obtidos e 

apresentados neste trabalho demonstram claramente sua potência em ativar 

tais canais. 
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6 CONCLUSÕES 
 

Neste trabalho estão reunidas evidências farmacológicas obtidas em 

nível funcional que, associadas a resultados obtidos em nível celular, dão 

suporte a hipótese de que o flavonóide diplotropina (3, 4, 5, 8-tetrametoxi-6, 7 

2”, 3”-furanoflavana), isolado da fase hexânica do extrato etanólico bruto obtido 

das cascas do caule da espécie Diplotropis ferruginea Benth. exerce seu efeito 

relaxante em íleo de cobaia e útero de rata devido a participação dos BKCa. 

 
 Em íleo isolado de cobaia: 

 

 - Modula positivamente os BKCa, promovendo sua abertura; 
 

 - Inibe o influxo de Ca2+ através dos CaV; 
 

 - Promove redução da [Ca2+]i em miócitos intestinais. 
  

 Em útero isolado de rata: 

 

 - O efeito tocolítico apresentado pela diplotropina não envolve 

bloqueio direto dos receptores OT; 
 

 - Também não envolve bloqueio direto do influxo de Ca2+ através 

dos CaV; 
  

 - Os BKCa participam do mecanismo de ação tocolítica da 

diplotropina; 
 

 - Os KV não estão envolvidos neste mecanismo; 
 

 - A via dos nucleotídios cíclicos (AMPC/GMPC) parece não estar 

envolvida no mecanismo de ação tocolítica apresentado pela diplotropina. 
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 Após modificação estrutural da diplotropina (flavonóide) através de 

uma desmetilação oxidativa e obtenção de DPTN-Sint. 1 (quinona), pode-se 

concluir que: 
  

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

química; 
 

 - Houve perda da atividade espasmolítica em íleo isolado de 

cobaia e útero isolado de rata; 
 

 - O derivado mantém a ausência de efeito vasorelaxante em aorta 

isolada de rato; 
 

 - Interessantemente, DPTN-Sint. 1 apresentou efeito 

espasmolítico em traquéia de cobaia, o que anteriormente não era observado 

com o composto natural, diplotropina; 
 

 - Diante dos resultados obtidos, o sistema 1,4-dimetoxilado da 

diplotropina parece ser o grupo responsável pelo efeito espasmolítico em útero 

isolado de rata e íleo isolado de cobaia. 
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Anexo 1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa Animal do LTF/UFPB. 
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Anexo 2. Dados sobre o cálculo 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:  
 

O

O

OO

O

O

  
 

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 I., 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:  179003-81-7 

OMe OMe

OMe

OMe

PhO
O

 
Formula:  C21 H22 O6 
 
CA Index Name:  5H-Furo[3,2-g][1]benzopyran, 6,7-dihydro-4,5,6,9-tetramethoxy-7-phenyl- 

(9CI) 
 

-- Properties -- 
 
 Calculated 
Property Value Condition Note 
Bioconc. Factor 123 pH 1 (1) ACD 
Bioconc. Factor 123 pH 4 (1) ACD 
Bioconc. Factor 123 pH 7 (1) ACD 
Bioconc. Factor 123 pH 8 (1) ACD 
Bioconc. Factor 123 pH 10 (1) ACD 
Boiling Point 479.3±45.0 °C Press: 760.0 (1) ACD 
  Torr  
Enthalpy of Vap. 71.53±3.0 kJ/mol  (1) ACD 
Flash Point 255.7±31.8 °C  (1) ACD 
H acceptors 6  (1) ACD 
H donors 0  (1) ACD 
Koc 1090 pH 1 (1) ACD 
Koc 1090 pH 4 (1) ACD 
Koc 1090 pH 7 (1) ACD 
Koc 1090 pH 8 (1) ACD 
Koc 1090 pH 10 (1) ACD 
logD 3.05 pH 1 (1) ACD 
logD 3.05 pH 4 (1) ACD 
logD 3.05 pH 7 (1) ACD 
logD 3.05 pH 8 (1) ACD 
logD 3.05 pH 10 (1) ACD 
logP 3.053±0.437  (1) ACD 
Molar Solubility Sparingly Soluble pH 1 (1) ACD 
Molar Solubility Sparingly Soluble pH 4 (1) ACD 
Molar Solubility Sparingly Soluble pH 7 (1) ACD 
Molar Solubility Sparingly Soluble pH 8 (1) ACD 
Molar Solubility Sparingly Soluble pH 10 (1) ACD 
Molecular Weight 370.40  (1) ACD 
Vapor Pressure 6.92E-9 Torr Temp: 25.0 °C (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 CE50 e Emax referentes à diplotropina em íleo isolado de cobaia pré-contraído com ACh (10-6 M), na situação 
controle ou na presença de bloqueadores de canais para K+ (experimental). 
 

CE50 (M) Na presença de: Teste “t” de Student 
(Controle x Experimental)

Emax (%) 
Controle Experimental Controle Experimental 

2,05 ± 0,6 x 10-5 6,5 ± 3,4 x 10-6 4-AP (3 x 10-4 M) NS 85 ± 8,0 89 ± 10,0 
2,4 ± 0,6 x 10-5 2,1 ± 0,04 x 10-4 IbTx (93 nM) p < 0,001 85 ± 8,0 45 ± 2,0 

Nota: Concentração molar (M); não-significante (NS). 
 
 
 

Anexo 4. Valores de CE50 e Emax referentes à diplotropina em útero isolado de rata pré-contraído com Oci (10-2 UI/mL), na 
situação controle ou na presença de bloqueadores/inibidores diversos (experimental). 
 

CE50 (M) Na presença de: Teste “t” de Student 
(Controle x Experimental)

Emax (%) 
Controle (KCl) Controle (Oci) Experimental Controle Experimental 

NT 1,7 ± 0,5 x 10-5 3,8 ± 0,7 x 10-5 CsCl (5 mM) p < 0,05 80 ± 7,5 70 ± 1,0 
NT 1,7 ± 0,5 x 10-5 5,9 ± 1,5 x 10-5 TEA+ (1 mM) p < 0,05 80 ± 7,5 76 ± 5,0 
NT 1,7 ± 0,5 x 10-5 2,3 ± 0,4 x 10-5 4-AP (0,3 mM) NS 80 ± 7,5 75 ± 3,5 
NT 1,9 ± 0,6 x 10-5 9,0 ± 3,1 x 10-5 IbTx (93 nM) p < 0,05 80 ± 4,0 50 ± 12,0 

2,1 ± 0,3 x 10-5 NT 1,3 ± 0,6 x 10-5 AMF (10-4 M) NS 85 ± 2,5 97 ± 2,0 
Nota: Concentração molar (M); não testado (NT); não-significante (NS). 
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