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RESUMO

Diversos diterpenos cauranos isolados de extratos de plantas tém mostrado agao
antiespasmaodica em diferentes musculos lisos. Nesse estudo, avaliamos os efeitos
do rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a-dimetilfenantreno-7,8a
carbolactona-1-carboxilico (ATCC), um novo diterpeno caurano recentemente
isolado de Croton argyrophylloides, em preparagdes traqueais de ratos. ATCC (2-
1000 pg/mL) reduziu o tébnus basal dessas preparagdes traqueais. Em
concentragbes de 20-600 pg/mL, ATCC reduziu significativamente as contragdes
induzidas por estimulagdo de campo elétrico, evocou um relaxamento dependente
de concentracdo em traquéias pré-contraidas com K e inibiu os componentes
fasicos e tbnicos das contracdes induzidas por K* e ACh. Ambos os componentes
das contracdes induzidas por ACh foram bastante reduzidos e ampliados, pelos
tratamentos prévios de indometacina (2 uM) e montelukast (10 uM) respectivamente.
ATCC (300 pg/mL) reduziu as contracbes evocadas por 5-HT e aboliu
completamente as contragdes evocadas por K* em presenca de epinefrina. ATCC
(100-600 pg/mL) também reduziu significativamente as contragbées induzidas por
ACh nas preparagbes traqueais em condi¢des isentas de Ca®". Dessa forma ATCC ¢é
capaz de bloquear as contracdes que dependem da entrada de cations divalentes
através de VOCCs e ROCCs. ATCC demonstrou maior poténcia no bloqueio da
contracdo dependente dos VOCCS quando comparado aos ROCCs ou a contracao
induzida por ACh em meio isento de calcio. ATCC induziu um relaxamento
dependente de concentragdao das contragdes evocadas por dibutirato 12,13 de
forbol, no entanto com menor poténcia farmacoldgica. Pode-se concluir que TCCA
induz um efeito antiespasmddico em preparacdes traqueais através de varios
mecanismos, mas com diferentes poténcias farmacoldgicas. Estes mecanismos
parecem incluir o bloqueio de VOCCs (com maior poténcia), ROCCs, bloqueio da
liberagdo de Ca* induzida por o IP; do reticulo sarcoplasmatico (com poténcia
intermediaria) e redugdo da sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca*. Os
diversos mecanismos de indugcdo da atividade antiespasmoédica de ATCC sao
modulados de forma importante pelos derivados do acido araquidénico, mostrando a
potencialidade de ATCC como um agente terapéutico para o tratamento de doencas
relacionadas com o musculo liso respiratorio.

Palavras-chave: musculo liso da via aérea; antiespasmadico; diterpeno caurano;
acoplamamento excitagdo-contragao; Croton argyrophyloides; traquéia isolada de
rato.



ABSTRACT

Various kaurene diterpenes isolated from plants extracts have shown antispasmodic
activity on smooth muscles. Here we assessed the effects of rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-
7-(1-vinyl)-tetradecahydro-1,4a-dimethylphenanthrene-7,8a-carbolactone-1-
carboxylic acid (TCCA), a new ent-kaurene diterpene recently isolated of Croton
argyrophylloides, on rat tracheal preparations. TCCA (2-1000 ug/mL) decreased the
preparation’s basal tone. At 20-600 ug/mL, it significantly reduced the contractions
induced by electrical field stimulation, evoked a concentration-dependent relaxation
of tracheal preparations precontracted with K* and inhibited both phasic and tonic
components of the K*- and ACh-induced contractions. Both components of ACh-
induced contraction were largely reduced and enhanced respectively by
indomethacin (2 uM) and montelukast (10 pM) pre-treatment. At 300 ug/mL, TCCA
reduced the 5-HT-induced contraction and abolished that evoked by K* in presence
of epinephrine. TCCA (100-600 ug/mL) also significantly reduced the ACh-induced
contractions of tracheal preparations under Ca*-free conditions. TCCA blocked
contractions that depended on divalent cation inflow through VOCCs and ROCCs,
but was more potent to block VOCC-dependent contraction than ROCCs or
contraction induced by ACh in presence of Ca*-free solutions. TCCA evoked a
concentration-dependent relaxation of phorbol 12, 13 dibutyrate (1 pM)-induced
contraction, but with the smallest pharmacological potency. It is concluded that TCCA
induces an antispasmodic effect in tracheal preparation through several mechanisms
but with different pharmacological potencies. These mechanisms seems to include
blockade of either VOCCs (with greater potency) or ROCCs, blockade of IPs-induced
Ca?" release from sarcoplasmic reticulum (with intermediate potency) and reduction
of the sensitivity of contractile proteins to Ca?". The multi-mechanism induction of
TCCA antispasmodic activity coupled with its important modulation by arachidonic
acid derivatives shows TCCA as an agent with therapeutic potentiality for treatment
of smooth muscle related respiratory diseases.

Keywords: Airway smooth muscle; Antispasmodic; Diterpene kaurene; Excitation-
contraction coupling; Croton argyrophyloides; Rat isolated trachea.
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1 INTRODUCAO

O interesse em todo o mundo em torno dos “produtos naturais” tem
aumentado bastante durante as ultimas décadas, mesmo sem levar em
consideracao a forte dependéncia dos medicamentos fitoterapicos pelos centros
menos desenvolvidos. Essa dependéncia ndo é somente justificada pelo fator
econdmico, mas geralmente pela transmissdo secular das tradi¢des culturais de
cada comunidade. O Brasil esta entre os paises com maior biodiversidade vegetal.
Muitas dessas espécies de plantas ainda permanecem desconhecidas nos pontos

de vista quimico, farmacoldgico e no que se refere a sua agdo no organismo.

Doencgas respiratérias como a asma, por exemplo, ja afetaram cerca de
300 milhdes de individuos em todo mundo levam ao obito cerca de 250 mil pessoas
por ano. Estima-se que a prevaléncia mundial da doenga varie de 1 a 18%,
dependendo do pais estudado (NIH, 2006). O fator fisiopatoldgico mais importante
da asma é a inflamacgdo das vias aéreas, na qual diversas células e elementos
celulares exercem importante papel. Essa inflamagdo esta associada a
hiperresponsividade das vias, que leva a episodios recorrentes de chiado, dispnéia e
tosse. O fluxo aéreo fica limitado e os possiveis mecanismos envolvidos sao a
contratura excessiva da musculatura lisa das vias aéreas, resultado do aumento de
volume e/ou contratiidade destas células (BLACK, 2004); desacoplamento da
musculatura (MCPARLAND et al., 2003); espessamento da parede da via aérea por
edema ou mudancgas estruturais amplificando o estreitamento da via aérea, uma vez
que a luz apresenta-se diminuida (WANG et al., 2003); e, ainda, nervos sensoriais
podem se apresentar sensibilizados pela inflamagdo, levando a constrigdo
exagerada em resposta aos mais variados estimulos. Entre a variedade de produtos
estudados pelos centros de pesquisa para tratamento dessa e de outras doencas
estdo os compostos obtidos das plantas. Tais produtos tém chamado a atencao de

cientistas de todo o mundo para o estudo de seus extratos, 6leos essenciais e
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principalmente de seus constituintes isolados, sob aspectos quimico, farmacolégico
e terapéutico (LEAL-CARDOSO & FONTELES, 1999; MORAIS et al., 2006)

Muitas plantas do género Croton tém uso etnofarmacoldgico comprovado.
Croton argyrophylloides Muell Arg. conhecido como “marmeleiro prateado” tem
comprovadas as atividades: antiedematogénica, antiinflamatdria, antinociceptiva e
antioxidante. Foi comprovada também ac¢ao antiespasmaodica do seu 6leo essencial
em aneéis de aorta de ratos, bem como a sua atoxicidade aguda. Partindo desse
referencial temos o objetivo de identificar a agdo de um derivado caurano (acido rel-
(1S, 4aSs, 78S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a-dimetilfenantreno-7,8a-
carbolactona-1-carboxilico isolado do extrato hidroalcodlico de Croton
argyrophylloides no musculo liso traqueal de ratos, avaliando também os possiveis
mecanismos adjacentes a sua atuagao nesse tipo de tecido muscular. Isso com o
intuito futuro de sua utilidade como ferramenta terapéutica para o tratamento de

enfermidades respiratérias.

A confirmagéo com base cientifica da atividade de uma planta ou de seus
metabdlitos através de analises experimentais em laboratério tem fundamental valor,
para a garantia no emprego seguro dos produtos naturais destas plantas no
tratamento de doencas, de acordo com as suas determinadas indicacbes

terapéuticas populares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produtos naturais

A utilizagdo de plantas como medicamento data dos primordios das
grandes civilizagbes. Sem duvida os antigos chineses, os indianos e os norte-
africanos sao provas do engenho do homem na utilizagdo das plantas para o
tratamento de uma grande variedade de patologias (PHILLIPSON, 2001). Durante
muito tempo produtos de origem mineral, vegetal e animal constituiram-se das
unicas fontes de recursos terapéuticos em muitos grupos étnicos (RATES, 2001;
MORAIS et al., 2005).

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo mundial mostrou-se
expressiva nos ultimos anos. Atualmente, cerca de 80% da populagdo mundial faz
uso de algum tipo de erva para o alivio de alguma manifestagéo patolégica (WHO,
1991). Entre os anos de 1981 a 2002 entraram, no mercado de todo mundo,
aproximadamente 877 novos farmacos, sendo 61% desses medicamentos

originados ou baseados em produtos naturais (NEWMAN, 2003).

A biodiversidade brasileira ndo € conhecida com precisao tal como a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e microrganismos. O Brasil € o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies (DIAS, 1996).
Mais da metade dessas espécies sdo encontradas nas florestas tropicais, cuja area
corresponde a apenas 7% da superficie da terra (SOEJARTO, 1996).

O Nordeste brasileiro possui uma grande diversidade de plantas
aromaticas, que sao tradicionalmente usadas pelas comunidades da regido
(MORAIS et al., 2005). A principal caracteristica dessas plantas € sua a adaptagao

ao clima semi-arido. Por apresentarem propriedades terapéuticas, muitas delas sao
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tradicionalmente usadas na medicina popular na forma de chas ou infusdes para
tratar espasmos, diarréia, alergias, inflamacbes e outros males dos tratos

gastrointestinal e respiratorio (MATOS, 2000).

2.2 Consideragoes gerais sobre o género Croton

O género Croton € o segundo maior género da familia Euphorbiaceae
(PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006) e compreende cerca de 800 a 1000 espécies de
plantas. Tém distribuicdo neotropical, com poucos representantes paleotropicais
(RANDAU et al., 2004). Desse género, 650 espécies se encontram na América e
300 ocorrem no Brasil (PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006).

No nordeste brasileiro, as plantas do género Croton constituem o grupo
vegetal mais numeroso. Agrupam-se nas grandes populagdes vegetais de
marmeleiros e velames da vegetacdo secundaria, principalmente da caatinga
(CRAVEIRO et al., 1981).

Os estudos fitoquimicos das plantas desse género conduziram ao
isolamento de alcaldides (AMARAL & BARNES, 1998; PIETERS et al., 1995;
BARBOSA et al., 2007), compostos flavonoidicos, triterpendides, diterpendides
(SANTOS et al., 2008; SANTOS et al., 2005a; LENCINA et al., 2001), fitoestrogenos
(como as lignanas) (PIETERS et al., 1995) e metais (MACARI et al., 2002). As
espécies de Croton, geralmente, sdo grandes produtoras de Oleo essencial, cuja
composi¢cao quimica € rica em monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
(CRAVEIRO et al., 1990; LEMOS et al., 1992).

2.3 Propriedades biolégicas de espécies de Croton e seus principais

constituintes

Croton zehntneri, Croton cajucara, Croton sonderianus e Croton
nepetaefolius estdo entre as espécies de Croton mais estudadas. Tais estudos
foram realizados principalmente para analisar a agdo de seus 6leos essenciais nos

diferentes sistemas bioldgicos.
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A espécie Croton zehntneri (canela de cunha) € usada na medicina
popular, através da decocgdo ou infusdo de suas folhas, para o tratamento de
anorexia, de disturbios de ansiedade e de desordens gastrintestinais (SIQUEIRA et
al. 2006). A prospeccao quimica demonstra que entre seus constituintes majoritarios
estdo: estragol, anetol, eugenol, metil-eugenol e 1,8 cineol (Fig.1) (MORAIS et al.,
2006). O dleo essencial de C. zehntneri apresentou atividade antiespasméddica em
ileo de cobaios (COELHO-DE-SOUZA, 1997; COELHO-DE-SOUZA et al., 1998),
antinociceptiva em camundongos (OLIVEIRA et al., 2001) e bloqueadora do
acoplamento excitagdo contragdo em musculo abdominal de sapo (ALBUQUERQUE
etal., 1995).

Croton cajucara Benth., conhecido popularmente como sacaca, tem o uso
popular de suas cascas e folhas associado aos tratamentos de diabetes, diarréias,
desordens gastrintestinais, doengas hepaticas, e tem acédo no controle das taxas de
colesterol (MACIEL, 2000). Um dos principais constituintes do seu 6leo essencial é o
linalol. O oleo essencial de C. cajucara tem atividade gastroprotetora,
antiinflamatdria, anti-mutagénica e hipoglicemiante em animais experimentais
(HIMURA-LIMA et al., 2000; ROSA et al., 2003).

O oleo essencial de Croton sonderianus (marmeleiro preto) tem agéo
antiespasmaodica em musculo liso traqueal de ratos (MENDES-MAIA, 2007) e efeito
antinociceptivo em camundongos. Os principais constituintes de seu 6leo sao: a-
pineno, B-cariofileno, mirceno e y-elemeno. Os extratos obtidos da raiz de C.
sonderianus renderam compostos diterpénicos que exibiram atividades
antibacterianas e antifungicas (SANTOS et al., 2005a).

Croton nepetaefolius € uma planta aromatica endémica do nordeste
brasileiro conhecida pelas comunidades como “marmeleiro sabia”, “marmeleiro
cravo” ou “marmeleiro de cheiro”. E utilizada popularmente como carminativo e para
tratamento de problemas gastricos (SANTOS et al. 2008). Seu 6leo essencial tem
como constituintes majoritarios 1,8 cineol e cis-cariofileno. Esses compostos
apresentaram agao antiespasmoddica em preparagdes de ileo de cobaio, sendo
capaz de inibir contragcdes dependentes e independentes de receptores
(MAGALHAES et al, 2004). Estudos fitoquimicos em extratos dessa planta
relataram a presenga de terpendides (VERA et al., 1990).
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FIGURA 1 - Constituintes presentes nas espécies de Croton.

2.4 Croton argyrophylloides Muell. Arg.

O Croton argyrophylloides Muell Arg. € um arbusto de ramos delgados e
cilindricos. No nordeste brasileiro, € conhecido popularmente como “marmeleiro
prateado”, devido a coloragao prata na parte dorsal de suas folhas (Fig. 2) (MONTE,
1980).

O oleo essencial C. argyrophylloides Muell. Arg. revelou acao
antiedematogénica e antinociceptiva em modelos classicos de dor e inflamagao
(CANUTO, 2005). Quintino-Farias (2006) descreveu em seus estudos o efeito
antiespasmodico desse Oleo em anéis de aorta de ratos bem como a sua
atoxicidade aguda. Adicionalmente, estudos de Catunda et al. (2002), revelaram sua

atividade antioxidante.

O d6leo essencial de C. argyrophylloides tem como principais constituintes:
espatulenol, B-cariofileno, alfa-pineno, beta-felandreno, beta-elemeno e 1,8-cineol.
Tais constituintes variam sua composig¢ao percentual conforme o horario, época da
colheita, ou parte da planta pelo qual esse 6leo foi extraido (QUINTINO-FARIAS
2006). Os principais constituintes presentes no extrato fixo de C. argyrophylloides
sado os terpenodides (VERA et al., 1990), classe de compostos que possui acoes

farmacolodgicas corroboradas.
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FIGURA 2 — Croton argyrophylloides Muell Arg. a) Parte superior de C. argyrophylloides Muell Arg.; b)
Detalhe da face ventral ou adaxial ¢) Detalhe da face dorsal ou abaxial da folha. A coloragéo
prateada confere ao C. argyrophylloides o nome popular “marmeleiro prateado”. Fotos do arquivo
pessoal do Prof. Dr. José Henrique Leal Cardoso.

2.5 Efeitos de produtos naturais sobre musculo liso traqueal
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As pesquisas com produtos naturais (obtidos de extratos volateis ou fixos)

tém, de maneira geral, tentado caracterizar os mecanismos de acdo dos mesmos.

Magalhdes et al. (2003) investigou a acédo do 6leo essencial de Croton
nepetaefolius em traquéias isoladas de cobaios, e concluiu que esse 6leo essencial
exerce atividade antiespasmodica nesse tipo de musculo liso por um mecanismo
que € provavelmente miogénico e nao especifico para neurotransmissores e

autacoides.

Segundo Leal et al. (2003), o extrato hidroalcéolico de Amburana
cearensis demonstrou efeito antiespasmoédico. A substancia 5,7,4'-trihidréxi-3-
metodxi-flavona, uma flavona isolada desse extrato apresentou efeitos relaxantes no
musculo liso traqueal de cobaios em contragdes induzidas por carbacol e KCI
quando comparada a teofilina. Foi sugerido que o efeito antiespasmddico desse
composto € um fendbmeno direto e independente do epitélio, resultante de varias
acdes intracelulares através da via comum de abertura de canais para calcio e para
potassio sensiveis ao ATP (LEAL et al., 2006).

Paulino et al. (1996) realizou estudos com o extrato hidroalc6olico dos
caules, folhas e raizes (1-3000 ug/mL) de Phyllanthus urinaria (quebra-pedra) em
traquéias de cobaio. Nesse estudo, foi observado que ha o relaxamento gradual do
musculo liso traqueal em preparagdes de tecido com epitélio e sem epitélio em
contragcdes induzidas por carbacol. Esse efeito relaxante provavelmente tenha

envolvimento de canais para potassio sensiveis a ATP.

De acordo com Evangelista et al. (2007) o 6leo essencial de Pterodon
polygalaeflorus conhecido popularmente como faveiro azul, foi capaz de inibir
preferencialmente o acoplamento eletromecanico de contracdo do musculo liso

traqueal.

Baseado em evidéncias da potencialidade farmacolégica dos produtos
naturais na musculatura lisa, buscamos nesse trabalho, caracterizar os efeitos e
analisar os possiveis mecanismos de agdo de um diterpeno caurano isolado de

Croton argyrophylloides em musculo liso traqueal isolado de ratos. Esse estudo é
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pioneiro, pois ainda ndo ha nenhum relato na literatura de seus efeitos em sistemas

bioldgicos.

2.6 Musculo liso

O musculo liso, também chamado de musculo visceral, corresponde a
apenas 5% da massa muscular total do ser humano (CINGOLANI & HOUSSAY,
2004). Mesmo com esse pequeno percentual, as células musculares lisas que fazem
parte das paredes de muitos 6rgéos, sao vitais para diversas fun¢gdes do organismo,
e seu funcionamento anormal contribui para agravar ou desenvolver muitos tipos de
doengas (SOMLYO & SOMLYO, 1994; 2000).

As células do musculo liso dos vasos e das vias aéreas tém um aspecto
fusiforme e dimensbes que variam aproximadamente de 40 a 600 ym de
comprimento e 2 a 10 ym de didmetro, comprimento étimo para geragao de forga. A
contracdo tanto de vasos quanto das vias aéreas produz aumento da resisténcia ao
acesso de sangue e de ar, mas com pouca influéncia no comprimento do 6rgao
(BERNE et al., 2004).

A membrana plasmatica (sarcolema) no musculo liso representa cerca de
2 a 6% do volume celular é constituida por uma bicamada lipidica com elementos
protéicos inseridos. O reticulo sarcoplasmatico (RS) existe como uma estrutura
tubular embora nédo apresente a organizagao do reticulo encontrado no musculo
esquelético. Os filamentos grossos (miosina) e finos (actina) estdo organizados em
unidades contrateis analogas aos sarcOmeros do musculo esquelético. No ML estao
presentes estruturas chamadas de corpos densos, que tém fungdo comparavel aos
discos Z do musculo estriado. Estas estruturas servem para conduzir forga mecanica
e proporcionar acoplamento entre miofilamentos e o estroma do tecido conjuntivo
(BERNE et al., 2004).

A estrutura das células musculares lisas difere em cada 6rgao quanto as
suas dimensdes, feixes, camadas, respostas aos estimulos contrateis,

caracteristicas de inervagao e funcdo. De acordo com a inervagao, o musculo liso
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pode ser classificado como multiunitario e unitario e em relacdo a sua atividade

contratil como musculo tonico ou fasico.

O musculo liso multiunitario possui células que sao pouco acopladas, com
fibras que podem contrair-se independentemente das outras e sao controladas em
grande parte por sinais neurais, tendo uma densa inervagdo dos sistemas
simpaticos e parassimpaticos. Esse pode ser encontrado no musculo ciliar dos
olhos, brénquios, musculo piloeretor, assim como outras estruturas. O musculo liso
unitario se caracteriza pela presenga de massa uUnica, que se contrai como um
sincicio (como uma so6 unidade). Essas fibras em geral se apresentam agregadas
em camadas ou feixes, estando aderidas por suas membranas celulares que contém
multilplos pontos de adesdo. Tais pontos conferem a capacidade de transmitir a
forgca contratil de uma célula para a célula seguinte. As membranas sao acopladas a
juncdes abertas, pelas quais pode ocorrer a livre passagem de ions, de modo que 0s
potenciais de acdo ou mesmo o fluxo ibnico possa passar por fibras adjacentes. As
células do musculo liso da via aérea in vivo funcionam como um sincicio (BAI et al.,
2004; STEVEN & HAI, 2000; CRIMI et al., 2001; MOURA, 2004). Outros tecidos nos
quais podem ser encontrados esses tipos de células sdo: ureteres, artérias de
resisténcia, arteriolas, musculo uterino, trato gastrintestinal entre outros (KNOT et al,
1996).

O musculo liso tdnico pode ser identificado por ter mudangas graduais no
potencial de membrana em resposta aos estimulos, como ocorre nas vias aéreas e
vasos de médio e grande calibre. O musculo liso fasico gera atividades de onda
lenta, desenvolve potenciais de acdo que conduzem a contracdo, o que pode ser
observado principalmente nos musculos lisos: gastrintestinal, uterino, veia porta e
bexiga (GUYTON & HALL, 2002).

2.7 Estrutura geral da traquéia

As vias aéreas podem ser classificadas dependendo da sua localizagao
em superiores e inferiores. As vias aéreas superiores correspondem as fossas

nasais, faringe e por¢cdo superior da traquéia. As vias aéreas inferiores
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correspondem a porcdo inferior da traquéia e suas ramificacbes, brénquios,
bronquiolos e alvéolos O tubo traqueal tem inicio logo abaixo da laringe e uma de
suas funcdes é a de conduzir o ar até os pulmdes aquecendo-o e umidificando-o. A
traquéia apresenta duas porcdes, uma cervical e outra toracica, apresentando como
caracteristica um numero variavel de anéis cartilaginosos (variando de 16 a 20) ou
semi-anéis cartilaginosos sobrepostos em forma de C cujas extremidades livres
estdo voltadas para a regido dorsal (Fig. 3). Esses anéis estdo sobrepostos uns

sobre os outros através da membrana cricotraqueal.

A regido posterior da traquéia se caracteriza por ser composta
basicamente de musculo liso. Esse musculo tensiona as bordas das cartilagens e
evita com que elas se separem. Tal caracteristica promove uma motilidade da
porcao posterior. A membrana cricotraqueal reveste a parte externa da traquéia e
une os aneéis cartilaginosos até a carina principal, local onde a traquéia se divide em
brénquio principal direito e esquerdo (STEPHENS, 2001; GUNST & TANG, 2000). O
musculo liso das vias aéreas (MLVA) esta distribuido desde a traquéia até os ductos
alveolares. Anatomicamente circunda o lumen dos bronquios e bronquiolos, sendo
este ultimo o sitio de maior propor¢gdo de musculo liso na parede, em relagdo ao
didmetro da luz (AMRANI & PANETTIERI, 2003).

A traquéia tem sido uma fonte conveniente e classica para estudos
bioquimicos e biofisicos dos elementos contrateis do musculo liso, por conseguir
simular satisfatoriamente os fendmenos de constricdo das vias aéreas. O MLVA de
mamiferos controla o didmetro das vias aéreas e a resisténcia a passagem do ar. O
tbnus muscular é controlado por varios sinais externos que sao traduzidos em
trabalho util através de proteinas contrateis. Assim como nos musculos esquelético e
cardiaco, as células do MLVA contém miofibrilas constituidas de actina, miosina.
Outros componentes (como tropomiosina, caldesmon, calponina, MLCK e
fosfatases) s&o similares ao encontrados em outros musculos lisos (RUSSELL,
1986; GERTHOFFER, 1991).

Os tecidos traqueais e bronquiolares sao formados por quatro camadas
(do interior para o exterior) (Fig. 3): camada mucosa (que consiste do epitélio
pseudo-estratificado cilindrico ciliado e uma lamina prépria sobre a qual repousa o

epitélio); camada submucosa (estdo localizadas as por¢des secretoras serosas);
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camada muscular com pecgas cartilaginosas e camada adventicia. Sdo encontrados
principalmente trés tipos de células no epitélio traqueobrénquico tais como: células

ciliadas, células caliciformes e células basais (FEREZ, 2008).

epitétio limina prépria
—*—

glindula

cartilagem

o F - J

—\- céls. hasais
vaso
sanguineo

musculatura lisa

FIGURA 3 - Principais estruturas que compdem a traquéia e sua forma de C.

O epitélio das vias aéreas consiste em uma populagdo heterogénea de
células que formam jungbes muito proximas, chegando a impedir o acesso a
estruturas subjacentes e age como uma barreira imunoldgica e fisica a substancias
irritantes ou microrganismos. Também executa fungdes diversas, incluindo

motilidade ciliar, secre¢do mucosa e transporte de ions (SPINA, 1998).

As células epiteliais das vias aéreas sao capazes de sintetizar, também,
uma ampla variedade de substancias biologicamente ativas de forma que a lesao
dessas células pode afetar a responsividade das vias aéreas de varias formas: (1) O
epitélio atua como uma barreira fisiolégica para difusdo, assim ao ocorrer o dano
epitelial, alérgenos, irritantes, gases e agonistas atingem com mais facilidade a
célula muscular lisa. (2) A camada epitelial protege os neurénios da estimulagao por
produtos inalados, como os citados anteriormente. Portanto, a camada epitelial ao

ser danificada expde o0s neurbnios sensoriais a acao de irritantes, causando
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consequentemente, broncoconstricao reflexa. (3) A camada epitelial tem uma fungao
metabdlica. Acetilcolina, histamina e neuropeptidios podem ser sintetizados e/ou
metabolizados pelas células epiteliais. Dessa forma, uma disfungcdo da camada
epitelial pode resultar no aumento da concentragédo de varios agentes contrateis. (4)
Finalmente, o epitélio das vias aéreas possui fungcado secretora, ele sintetiza muco,
citocinas e quimiocinas e libera fatores relaxantes, como a prostaglandina E. e o
oxido nitrico (BOUSHEY et al, 1980; STERK & BEL, 1989; FOLKERTS &
NIJKAMP, 1998). Desta forma, torna-se evidente o papel ativo do epitélio na
resposta a diversos agentes farmacoldgicos, bem como na modulagéo da fungéo do

musculo liso das vias aéreas em muitas espécies (SPINA, 1998).

2.8 Componentes da contragao

As principais proteinas envolvidas no processo de contragdo muscular lisa
sd0: miosina, actina, caldesmon, calmodulina e tropomiosina. A miosina do musculo
liso € semelhante a encontrada no musculo estriado e em outras células nao
musculares. E um hexamero composto de duas cadeias pesadas (PM aprox.
200.000) e dois pares de cadeias leves (PM aprox. 20.000). A actina (PM aprox.
43.000) € uma proteina globular monomérica que em forma ibnica se encontra
polimerizada como um filamento helicoidal duplo. A calmodulina (PM aprox. 16.000)
€ uma proteina multifuncional ligante de calcio possuindo 4 sitios ativos, sendo um
importante mediador de muitos efeitos regulatorios desse ion em varios sistemas,
inclusive na contratilidade do musculo liso. O caldesmon (PM aprox. 140.000)
apresenta uma estrutura dimérica que se encontra associada a actina na auséncia
de célcio. Na presenca desse ion, forma-se o complexo Ca?-calmodulina, que se
liga ao caldesmon, deslocando-o da sua ligagdo com o filamento de actina, expondo,
dessa forma, seus sitios de ligagcdo com a miosina. A tropomiosina (PM aprox.
66.000) € uma proteina fibrosa que junto com o caldesmon ocupa os sulcos

formados pelos filamentos de actina (PAIVA et al., 2005).
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2.9 ions calcio e seus canais

Os ions calcio controlam diversas fungdes celulares, abrangendo
respostas de curta duragdo como a contracdo muscular e a secre¢gdo, como também
respostas de longa duragdo tais como a transcricdo, divisdo e morte celular
(BERRIDGE et al., 2003).

Nos processos contrateis os ions calcio, quando associados a proteina
calmodulina, formam o complexo Ca**- calmodulina, que ativa a quinase de cadeia
leve de miosina (20KDa - MLCK), permitindo que haja a fosforilagdo da miosina de
cadeia leve, que leva a interacdo da miosina e da actina, usando como energia a
quebra do ATP (SOMLYO et al., 1999). O processo acima descrito sé é possivel
devido ao aumento da concentragao de calcio no citoplasma do musculo liso por
meio de canais ibnicos presentes na membrana plasmatica e reticulo
sarcoplasmatico do musculo liso, que podem ser ativados por despolarizagéo, por

estimulos mecanicos ou pela acéo de agonistas (Fig. 4).

Agonista
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FIGURA 4 — Vias de sinalizagdo molecular envolvidas na contragdo das células musculares lisas
induzidas por agonista. A resposta contratil é iniciada por um rapido e transiente aumento da
concentracdo de calcio intracelular seguida pela interagdo calcio calmodulina para estimular a
fosforilacdo da cadeia leve de miosina (HILGERS & WEEB, 2005).
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Os canais para calcio sao classificados de acordo com a condutancia, a
sensibilidade as drogas, sobretudo, de acordo com a sua cinética de ativagao
(ERTEL et al., 2000). Os canais especificos para calcio podem ser operados por
voltagem (VOCC) e por receptores de membrana (ROCC). Além desses canais
préprios para calcio, existem canais catidnicos nao seletivos permeaveis ao calcio,
que permitem a passagem desses ions. Entre eles temos os canais para calcio
operados por estoque (SOCC) ou entrada de Ca* capacitiva (CCE) (PUTNEY &
RIBEIRO, 2000) e os canais ativados por estresse mecéanico que sdo chamados de
SAC. No musculo liso das vias aéreas, segundo Sweeney et al. (2002), existem pelo

menos trés classes de canais para Ca®* no sarcolema: VOCCs, ROCCs e SOCCs.

Os canais de calcio do tipo VOCC s&do canais ativados pela
despolarizacdo por meio de estimulos quimicos ou elétricos e os ROCCs por

ativacao de receptores através de alteragdes quimicas.

Os canais dependentes de voltagem podem pertencer a trés familias, de
acordo com suas propriedades farmacoldgicas e eletrofisioldgicas: canais sensiveis
a diidropiridina (DHP) ativados por alta voltagem (tipo-L, Cav1.1, Cavi2, Cavis, Cavi4),
canais insensiveis a diidropiridina ativados por alta voltagem (Cavz.1, Cavz2, Cavzs) €
canais ativados por baixa voltagem (tipo-T, Cavsi, Cavs2, Cavss) (ERTEL et al,
2000).

Os canais do tipo L ou canais sensiveis a DHP, presentes nos musculos
esqueléticos e lisos, sao canais ativados por um potencial de membrana mais
positivo, quando ocorre uma forte despolarizagédo (CATTERALL, 1995), sendo um
dos principais responsaveis pela contragdo muscular tanto no musculo liso quanto

no musculo esquelético.

No musculo liso, canais do tipo L podem ser ativados indiretamente pela
acao de diversos outros canais que causam despolarizacdo da membrana, como o0s
canais de CI° dependentes de calcio, canais catidbnicos nao seletivos, e
possivelmente pelos SOCCs. Os canais de Cl- dependentes de calcio sdo ativados
pelo calcio liberado do reticulo sarcoplasmatico via proteina G/IPsR, causando um
efluxo de CI ativado por Ca?, levando a despolarizagdo da membrana e ativando

com isso 0s canais para calcio tipo L (SANDERS, 2008).
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Da familia dos canais insensiveis a diidropiridina ativados por alta
voltagem, fazem parte os canais do tipo P e Q que estdo presente no cérebro,
neurdnio motor e rim, o canal N, que esta presente no SNC e SNP e o R presente no
cérebro (ERTEL et al., 2000). Sdo canais que sao ativados por forte despolarizagédo

e estao relacionados principalmente com a liberagcdo de neurotransmissores.

Os canais ativados por baixa voltagem (tipo T) sdo canais ativados
préximos ao potencial de repouso da membrana, sendo rapidamente inativados,
estdo presentes no sistema nervoso, musculo cardiaco e alguns tipos de musculo
liso. Esse tipo de canal provavelmente tem a funcdo de desenvolver a atividade
espontanea ou a atividade marca-passo de alguns tipos de musculo liso (FRY et al.,
2006).

Os canais do tipo ROCC, englobam os canais operados por ligante, no
qual o mais comum € o receptor P2x ligado ao ATP, e os canais que sdo abertos por
receptores acoplados a proteina G, dentre eles os canais sensiveis ao IP3(IPsR) e os
sensiveis a rianodina (RyR) que estédo presentes no reticulo sarcoplasmatico, sendo
de fundamental importdncia para o mecanismo contrati do musculo liso
(McCARRON et al., 2004). Os canais sensiveis IP; sdo abertos através do aumento
da concentragédo de IP; intracelular, que ocorre pela acdo da fosfolipase C (PLC)
mediante a quebra do fosfotidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP.) pela agdo da proteina G
ou a tirosina quinase acoplada ao receptor na membrana plasmatica estando o
mesmo ativado por um agonista, que pode ser um horménio, um neurotransmissor
ou um fator de crescimento. Atualmente sao identificadas 3 isoformas de canais para
calcio com receptores para IPs; IPsR1, IPsR; e IP3sR; (FOSKETT et al.,, 2007).

Os canais para calcio do tipo RyR, sdo canais ativados por correntes de
calcio provenientes tanto do canais VOCCs, quanto dos canais de calcio com
receptores de IP; (WRAY et al., 2005). Sdo canais onde correntes de calcio ativam
a liberagao de calcio (CIC). Sua ativagao contribui para o aumento da concentragao
de calcio intracelular em alguns tipos de musculo liso. Assim como os IPsR, foram
identificados trés isoformas de RyR; a RyR; que esta presente no musculo
esquelético, a RyR; localizada no musculo cardiaco e a RyRs localizada na artéria
cerebral (WELLMAN & NELSON, 2003).
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Os canais para caélcio operados por estoques (SOCC) sdo canais
permeaveis aos ions calcio presentes na membrana plasmatica, e sdo ativados pela
deplegcdo de calcio dos estoques intracelulares, possibilitando a recarga dos
estoques de célcio do reticulo através da entrada capacitativa de Ca®* desses canais
da membrana (PUTNEY et al., 2001). Os mecanismos de ativagdo desse tipo de
canal ainda nao estido totalmente estabelecidos, mas existem duas hipbteses para
sua acao: Nas células musculares da aorta, por exemplo, a agado desse canal pode
ocorrer pela liberacdo de calcio do RS, quando corre deplecdo dos seus estoques,
de um fator de influxo de calcio (CIF) que vai atuar sobre os SOCCs; A outra
hipotese foi observada nas células musculares da veia porta, onde pela deplecao
dos estoques de Ca?* do RS, ocorreria uma via onde a proteina quinase C (PKC),
causaria a fosforilagcdo de uma proteina celular. Ainda ndo se sabe qual proteina €
fosforilada pelo o PKC. Se a quinase vai agir diretamente sobre a proteina do canal
ou sobre um intermediario levando a abertura dos SOCCs, (ALBERT & LARGE,
2003).

Bloqueadores seletivos para SOCCs ainda sdo escassos. Cations como
Ni**, ou Gd*" inibem entrada de calcio pelo SOCC em uma variedade de ML, no
entanto, em alguns desses musculos esses agentes bloqueiam também a agcao dos
ROCCs (MARTHAN, 2004). Uma ferramenta importante para estudar a entrada
capacitativa de célcio tem sido o estudo com inibidores da bomba de célcio (acido
ciclopiazénico e tapsigargina) que inibem a recaptagdo de calcio nos estoques

intracelulares levando a uma deplecao passiva dos mesmos (PUTNEY et al. 2001).

Os SOCCs provavelmente ndo tenham somente o papel de recarregar os
estoques de Ca?* do RS, mas tenha participagédo da contragdo sustentada, que pode
ocorrer diretamente pelo influxo de Ca®" dos SOCCs ou pela estimulagdo indireta,
por despolarizacdo dos canais VOCC. Provavelmente o receptor envolvido com os
canais do tipo SOCC, sejam os receptores de potencial transiente (TRP) do tipo
TRP,, TRP4 e TRPs. Esse receptor foi inicialmente achado em fotorreceptores de
Drosophila, tendo um papel fundamental na entrada de calcio operada por estoque
(CLAPHAM et al. 2001; BEECH et al., 2000).

Existem canais nio especificos para os ions Ca?®, que permitem a

passagem nao soO desse ion, mas, também, de outros cations. Essas estruturas séao
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denominadas canais catibénicos néo seletivos (NSCC), que podem ser ativados tanto
por agonista, como por estimulo mecanico. Quando ativados, podem contribuir com
o aumento do calcio citosodlico, por permitir a passagem de calcio ou de um cation,
como o Na*, causando a despolarizagdo da membrana e com isso a ativagao dos
canais tipo-L. Os canais catidnicos que sao estimulados por uma agdo mecanica sao
chamados de mecanosensitivos ou canais operados por estiramento (GUIBERT et
al., 2008).

2.10 Acoplamento excitagao-contragao

O termo acoplamento excitagdo-contracdo esta relacionado a cadeia de
processos que ligam um estimulo a seus efeitos na modificagdo da concentracéo de
Ca*? no citoplasma (KURYAMA et. al., 1998).

A regulagdo do tonus do musculo liso traqueal é feita por um sinal
extracelular que provoca resposta celular de forca através de dois tipos gerais de
transducdo de sinal: 1. Acoplamento eletromecéanico (dependente da funcdo de
canal e fluxos ibnicos, caracterizado pelas mudancas no potencial transmembrana -
Em); 2. Acoplamento farmacomecanico (mediado por substancia quimica

independente de mudancas no potencial transmembrana) (GERTHOFFER, 1991).

Independentemente de como a célula seja ativada para que haja a
contragdo, o mediador final serda o aumento da [Ca®], que é necessario para a
fosforilagdo das cadeias leves de miosina (MOSS & HOFMANN, 1992). No musculo
liso das vias aéreas, a variagdo nas concentragdes de calcio intracelular € um fator
decisivo para a transdugdao de sinais na regulagdo da contragdo muscular,
proliferacdo celular e expressao de genes. Uma grande variedade de eventos
celulares é controlada por um aumento transiente da [Ca?']. As duas maiores fontes
de Ca* sdo o meio extracelular e os estoques intracelulares (RS e mitocdndria).
Sabe-se que a liberagdo dos estoques intracelulares de Ca?®, principalmente do RS,
desempenha papel central para o inicio do processo contratii do MLVA de varias
espécies animais, incluindo humanos (MARTHAN, 2004; BALEMBA et al., 2008)
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2.11 Acoplamento eletromecanico e farmacomecanico

No musculo liso traqueal tanto as fontes intracelulares como
extracelulares sdo importantes para o desenvolvimento de forca (EVANGELISTA et
al., 2007). O calcio entra no meio citosolico através de pelo menos duas vias: VOCC
(principalmente canais do tipo L) e canais catidnicos operados por receptor (ROCC).
As contragbes evocadas por K* alto sdo mediadas via acoplamento eletromecanico,
unicamente por efeitos voltagem-dependentes (COBURN & YAMAGUCHI, 1977).
Em concentragdes altas de potassio a membrana do tecido de musculo liso traqueal
€ despolarizada, em seguida sao ativados os VOCCs que causam um influxo de
calcio através da membrana. Tal influxo medeia a liberagado de calcio induzida por
calcio pelo RS, o qual resulta no desenvolvimento de forga e a contracao
(KIRKPATRIC et al., 1975). Esse calcio liberado no meio intracelular também
intercede na acgao de correntes de CI (dependentes de calcio) e de cations nao-
seletivos, bem como supressdo de correntes de K* (BAZAN-PERKINS et al., 1998;
JANSSEN, 2002).

Outro mecanismo de regulagcdo do calcio intracelular € o acoplamento
farmacomecanico que se caracteriza pela abertura de canais de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, ativados por ligantes nos receptores de membrana que ativam

segundos mensageiros como inositol-(1,4,5)- trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG).

Nesse mecanismo agonistas como a acetilcolina, norepinefrina, 5-HT ou
endotelina ligam-se ao receptores presentes na membrana, e essa ligagcado faz com
que o tal receptor sofra uma mudanga conformacional e exponha um sitio com alta
afinidade para ligar no terminal C da subunidade de uma proteina G heterotrimétrica

em seu estado inativo.

A ligacao da proteina G ao receptor leva a substituicdo de GDP por GTP e induz
uma mudanca na estrutura seguida de dissociagdo da subunidade do dimero. A
subunidade alfa da proteina G ativa a fosfolipase C. Essa enzima é especifica para o
lipidio de membrana fosfatidil-inositol 4-5 bifosfato para catalisar dois potentes
segundos mensageiros: trifosfato de inositol e diacilglicerol. A ligagao de IP; em seus
receptores no reticulo sarcoplasmatico resulta na liberacdo de calcio no citosol. O

DAG juntamente com o calcio ativa a proteina quinase C que fosforila algumas
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proteinas especificas. Existem varias isoenzimas da PKC no musculo liso e cada
uma tem seu papel especifico em cada tecido (por exemplo: vascular, uterino,

intestinais etc).

A proteina quinase C ativada é capaz de acionar varios substratos, inclusive a
calponina, levando a perda de sua habilidade em inibir a actomiosina ATPase. A
fosforilagao de intermediarios da via da MAPK — que ativa fatores de transcricdo de
genes envolvidos na promogao do crescimento do MLVA — também é mediada pela
PKC. A MAPK e a PKC fosforilam e estimulam a atividade catalitica da PLA;, com
liberagao de acido araquidénico e metabdlitos (BILLINGTON & PENN, 2003).

Ocorre também via proteina G a inibicdo da adenilato ciclase, diminuido a
producao de AMPc e com isso facilitando a contracdo, e a produgcao da proteina
cinase C (PKC) pelo DAG, que iria atuar na ativagao dos canais de calcio operados
por voltagem e na sensibilidade do maquinario contratil ao calcio. Adicionalmente a
ativacao da PKC pelo DAG, que iria atuar na ativagao dos canais de calcio operados

por voltagem e na sensibilidade do maquinario contratil ao calcio.

A contragdo no musculo liso em resposta a varios agentes é
frequentemente composta por duas fases: um componente fasico rapido seguido por
um lento, sustentado, denominado componente tonico (Fig. 5) (BOLTON, 1979).
Esta resposta bifasica é devido a fonte dual de Ca?" no musculo liso (estoques de
Ca?* ativados por IP; no RS) (ABDEL-LATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989) e
ativagdo dos canais de Ca* da membrana (REMBOLD, 1996).

contragdo

fasica contragao
\\J. tonica

FIGURA 5 —-Tracado de contragdo do musculo liso traqueal e seus componentes fasico e tbnico.
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O componente fasico € rapido e é geralmente representado como um pico
de contracdo. Tal caracteristica se deve ao fato da célula abrir os canais para calcio
presentes nos estoques do RS, o qual, uma vez liberado promove uma resposta
contratil sem que haja sustentacdo da mesma. A resposta ténica € conhecida como
sendo associada aos processos que tornam a contracdo sustentada ao longo da
geracao do estimulo. Nesse estagio séo ativados os canais para calcio ativados por
voltagem (VOCCs) e os canais para calcio operados por receptor (ROCCs) que se
abrem utilizando a fonte extracelular de calcio mantendo o efeito sustentado da
contracao (JUCA, 2007; REMBOLD, 1996).

2.12 Mecanismo de sensibilizagao ao calcio na contragcao do musculo liso

Além da ativagao dependente de calcio da quinase de cadeia leve de
miosina, o estado de fosforilagdo da cadeia leve de miosina também é regulada pela
fosfatase de cadeia leve de miosina, que remove o fosfato de alta energia da CLM

para promover o relaxamento.

Na fosfatase de cadeia leve de miosina existem 3 sub-unidades. Uma
sub-unidade catalitica de 37 KDa, uma sub-unidade variavel de 20 KDa e uma sub-
unidade de ligagdo a miosina de 110-130 KDa. A sub-unidade de ligagdo a miosina
quando fosforilada inibe a atividade enzimatica da fosfatase CLM permitindo que a

CLM permaneca fosforilada promovendo assim a contragao.

Alguns dos possiveis mensageiros para a sensibilizagao das proteinas
contrateis ao calcio, sdo a PKC e o acido araquidonico (AA) (PAVLOVA et al,
2003). A evidéncia que demonstra o papel da PKC e a sensibilizacdo dessas
proteinas ao calcio pelos ésteres de forbol, é o fato de que agonistas que promovem
a sensibilizagdo ao Ca?', também liberam DAG que é o ativador natural da PKC. Os
ésteres de forbol (diterpendides) se ligam a PKC somente na presenga de
fosfolipideos (principalmente fosfatidilserina). Os mecanismos de agado da PKC e do
AA a nivel celular séo diferentes. Ao passo que a PKC promove a fosforilagdo da
serina 19 da CLMy (SOMLYO & SOMLYO, 1994), o acido araquidénico também

aumenta a fosforilagdo da CLMj, mas pela inibicdo da desfosforilagdo mesmo na
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presenca de uma concentragdo constante de calcio intracelular (GONG et al.,
1994).

A pequena proteina G RhoA seguida da Rho quinase desempenham um
papel importante na regulagédo da atividade da fosfatase CLM. A Rho quinase uma
serina/treonina quinase fosforila a subunidade de ligacdo da miosina na fosfatase
CLM, inibindo sua atividade, promovendo assim, o estado fosforilado da CLM (Fig.
6). Inibidores farmacologicos da Rho quinase como o fasudil, Y-27632, bloqueia
essa atividade por competir pelo sitio de ligagdo de ATP na enzima. A Rho quinase
induz a inibigdo do relaxamento de segmentos de musculo liso isolados em resposta
a diferentes agonistas. No animal intacto, a agao farmacoldgica de inibidores da Rho
quinase tém mostrado que ha o relaxamento do musculo liso nas artérias, resultando

numa diminui¢cao da pressao arterial (WEBB, 2003).

Agonista

Rho-guanina
nucleotideo

RhoA-GTP RhoA-GDP

(ativa) (inativa)
- ATP Ca2*. caM
Rho-quinase Quinase de  c;qeja leve
Cadeia leve CLM de miosina
de miosina < fosforilada
(relaxamento) Miosina +actina
fosfatase (contracao)

-|f

Miosina fosfatase
fosforilada (inativa)

FIGURA 6 — Mecanismo de sensibilizagdo ao calcio e contracdo no musculo liso. A contragao no
musculo liso também pode ser controlada por um mecanismo independente de calcio envolvendo
ligagdo a um receptor acoplado a proteina G. Quando agonistas se ligam ao receptor pela parte
externa da membrana do musculo liso, a Rho-GTP é ativada pelo fator de troca do nucleotideo Rho-
guanina (HILGERS & WEBB, 2005).
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2.13 Relaxamento do musculo liso

O relaxamento do musculo liso ocorre como resultado da remocéao dos
estimulos contrateis ou por acéo direta de uma substancia que estimula inibicao do
mecanismo contratil. Independentemente, o processo de relaxamento requer uma
diminuicdo da concentracdo intracelular de calcio e aumento da atividade da
fosfatase de cadeia leve de miosina. Os mecanismos que sequestram ou removem o
calcio intracelular ou aumentam a atividade da fosfatase podem se alterar
contribuindo para a responsividade anormal do musculo liso. A remogao do calcio
intracelular leva ao relaxamento do musculo liso. Varios mecanismos implicam na
remogao do calcio citosélico e envolvem o RS e a membrana sarcoplasmatica. Roux
& Marhl (2004) sugerem que a diminui¢do da [Ca®] se deve, pelo menos em parte, a

recaptacdo do Ca?* que foi liberado do RS pela mitocéndria.

O relaxamento do ML através da estimulacdo da proteina G ocorre quando a
proteina Gs é ativada por agentes endogenos, prostaglandinas, iso-prostanos,
adenosina e VIP. A ativacao da proteina Gs, a subunidade a ativa a adenilil ciclase,
que catalisa a formacao de AMPc. Este por sua vez, ativa a PKA induzindo uma
mudanca conformacional que forca a liberagdo de suas subunidades cataliticas
ativas. A PKA pode fosforilar varias proteinas intracelulares, certos receptores
acoplados a proteina G, e, ainda, a PLC. Desta forma, ao inibir o complexo receptor-
proteina G e a PLC, a PKA inibe a reacao de hidrdlise de PIP, e por consequiéncia, o
influxo de Ca*. Também promove a fosforilagdo do receptor de IP;, reduzindo sua
afinidade por IP; e limitando a mobilizagdo de mais Ca?*. Além disso, a PKA fosforila
a MLCK, diminuindo sua afinidade para Ca?*-CaM, o que reduz a atividade e a
fosforilagdo das cadeias leves de miosina. PKA também fosforila os canais Kca,
promovendo hiperpolarizacdo, aumentando a probabilidade do seu estado aberto e,
portanto, o efluxo dos ions K* (BILLINGTON & PENN, 2003).

Folkerts & Nijkamp (1998) mostraram que existe uma provavel interagcao entre
substancias biologicamente ativas produzidas pelo epitélio da via aérea e o
relaxamento do MLVA. O mecanismo envolvido nos relaxamentos espontaneos é
claramente diferente do que é provocado eletricamente. Este ultimo parece nao ser
mediado por autacdides liberados pelo epitélio (JANSSEN & WATTIE, 1996;
JANSSEN & NANA, 1997).
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Alguns agonistas como o éxido nitrico promovem broncodilatagdo por ativagao
de canais de Kci,, promovendo hiperpolarizagédo e, supressdao de correntes de
entrada de CI' (JANSSEN et al., 2000).

A captagdo de célcio para o RS é dependente de ATP. A Ca?*-Mg*
ATPase do RS quando fosforilada, liga dois ions calcio que sdo em seguida
transportados para a face luminal do RS e liberados. O magnésio é necessario pra

ativar a enzima, pois ele liga o sitio catalitico da ATPase para mediar a reagao.

Experimentalmente é possivel inibir a Ca?*-Mg?*-ATPase do RS por varios
agentes farmacolégicos, como por exemplo: vanadato, tapsigargina e acido
ciclopiazonico. A ligacdo de proteinas a Ca*-Mg*-ATPase do RS também pode
contribuir para a diminui¢do dos niveis intracelulares de calcio. Estudos recentes tém
identificado a calsequestrina e calreticulina como proteinas de ligagao ao calcio no
RS do musculo liso. A membrana também tem Ca*-Mg?*-ATPase proporcionando

um mecanismo adicional para reduzir o calcio na célula.

Esta enzima difere das proteinas do RS na medida em que tem um
dominio auto-inibitério que pode ser ligados pela calmodulina, causando a
estimulagdo da bomba de calcio da membrana. Trocadores de Na*/Ca? também
estdo localizados na membrana plasmatica e ajudam na diminui¢ao intracelular de
calcio. A baixa afinidade desse antiportador esta intimamente atrelada aos niveis

intracelulares de calcio e pode ser inibida pela amilorida e quinidina.

Canais para calcio operados por receptor e por voltagem localizados na
membrana plasmatica sdo importantes no influxo de calcio e na contracdo muscular
lisa, como anteriormente mencionado. A inibicdo destes canais pode provocar
relaxamento. Antagonistas desses canais como a dihidropiridina, fenilalquilaminas, e
benzotiazepinas se ligam a receptores distintos sobre proteina do canal e inibem a

entrada de calcio no musculo liso.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos farmacologicos e o mecanismo de agdo do acido rel-(1s,
4as, 7s, 8as)-7-(1-vinil)-acido rel-(1s, 4as, 7s, 8as)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a
dimetilfenantreno-7,8a-carbolactona-1-carboxilico, diterpeno isolado de Croton

argyrophylloides, na musculatura traqueal de ratos

3.2 Objetivos especificos

 Determinar os parametros farmacolégicos da acdo relaxante e
antiespasmodica de ATCC.

* Elucidar o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo de ATCC no musculo liso
traqueal de ratos.

* Determinar os parametros farmacologicos do efeito antioxidante de ATCC
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos, Rattus novergicus, variedade Wistar,
masculino, com massa corporal entre 250-350 gramas, provenientes do biotério da
Universidade Federal do Ceara e mantidos em quarentena no Instituto Superior de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara. Os animais foram
mantidos em caixas de propileno forradas com maravalha de pinho em ciclo claro-

escuro de 12 horas, recebendo ragao e agua ad libidum.

Todos os protocolos foram submetidos e aprovados pela Comissédo de
Etica para o Uso de Animais CEUA-UECE (protocolo n° 06379067-0). A
manipulagdo dos animais, antes e durante os experimentos, obedeceu as normas de
manipulagdo de animais de laboratério preconizadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animal (CONCEA).

4.2 Sais, farmacos e solugoes

Os sais e farmacos utilizados nesse trabalho foram de pureza analitica,
foram produzidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), Merck Chemical
(Darmstadt, Alemanha) e Merck Sharp & Dohme (Campinas, SP, Brasil).

Para o meio de perfusdo foi utilizado solugdo de Tyrode modificada
contendo a seguinte composicao ( mM): NaCl 136,0; KCI 5,0; MgCl. 0,98; CaCl, 2,0;
NaH:PO,4 0,36; NaHCOs; 11,9 e glicose 5,5 com pH ajustado para 7,4. Em solugdes
com alto teor de K' (60 mM), foi feita a substituicdo do NaCl por quantidade
isosmolar de KCI, para que nao fosse alterada a osmolaridade e a forca ibnica da

solugao.
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Solugdes isentas de calcio foram preparadas pela simples omissao de
CaCl, e adigdo de 0,2 mM de acido etileno-bis (B-amino-etil-éter)N,N,N’,N’-
tetracético (EGTA). Solugdes com BaCl,, foram feitas pela substituicdo do CaCl, por
quantidade isosmolar de BaCl,. As solu¢gdes de ACh, nifedipina, serotonina (5-HT),
epinefrina (EPI) e PDB foram preparadas pela diluigdo da substancia pura em agua

destilada.

As solugdes estoque de ATCC (10 mg/mL) foram preparadas
imediatamente antes de seu uso nos experimentos. O diterpeno foi dissolvido com
aliquota de tween 80, seguida de agitagcédo vigorosa em vortex. A concentragao final

do solvente (tween 80) dentro da camara de perfusao nao ultrapassou 0,1 %.

4.3 Determinagao estrutural do constituinte fixo isolado do extrato etanélico do

caule de Croton argyrophylloides

O material vegetal (caule) de Crofon argyrophylloides foi coletado em
agosto de 2005 no municipio de Crato, Ceara. A identificagdo botanica foi realizada
no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, na Universidade Federal do
Ceara, pelo professor Dr. Edson Paula Nunes. A planta esta depositada com numero
da exsicata n° 27600.

A extracdo, o isolamento e as analises fisicas e espectroscopicas para
validagao da estrutura do composto foram realizadas pelo Departamento de Quimica
Orgéanica e Inorganica, Universidade Federal do Ceara em colaboragdo com a Profa.
Dra. Telma Leda Gomes Lemos e Dr. Hélcio S. Santos seguindo o protocolo abaixo

descrito.

O caule (1,0 kg), seco a temperatura ambiente, foi triturado e submetido a
extracdo a frio com etanol. A solugcdo obtida foi destilada sob pressado reduzida
fornecendo o extrato etandlico (66,0 g), que foi adsorvido em 45 g de gel de silica e
submetido a coluna cromatografica contendo 100 g gel de silica, utilizando os
eluentes: hexano (fragdes 1-5), cloroférmio (fragées 6-27), acetato de etila (fragcbes
28-35) e etanol (fragbes 36-46), obtendo-se um total de quarenta e seis fragdes, de

100 mL cada. As fragdes cloroférmio (fragbes 6-27) 40,0 g foram reagrupadas,
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adsorvidas em 30 g de gel de silica e recromatografadas sobre 70 g de gel de silica
com hexano (F' 1-3), hexano/acetato de etila (9:1 F' 4-8; 8:2 F' 9-12; 6:4 F' 13-17; 4:6
F' 18-22; 2:8 F' 23-24), acetato de etila (F' 25-26) e etanol (F' 27), obtendo-se um
total de vinte e sete fragbes, de 100 mL cada. As fragbes (F' 15-16) e (F' 9), obtidas
com hexano/acetato de etila (6:4) e (8:2) reunidas forneceram cerca de 3,0 g do

composto a ser caracterizado.

O estudo fitoquimico do extrato etandlico do caule de Crofon
argyrophylloides possibilitou o isolamento e caracterizagdo com base nos dados
espectroscopicos da substancia denominada ATCC (acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-
(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-7,8a-carbolactona-1-carboxilico) (Fig.
7).

4.3.1 Caracterizagao Estrutural de ATCC

O aparelho utilizado para a obtengdo dos espectros de absor¢dao na
regido do infravermelho foi o espectrémetro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT. Os
pontos de fusdo da amostra foram obtidos em equipamento de microdeterminacao
digital da METTLER TOLEDO. Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker DRX-300 e DPX-500 ('H:
300 e 500 MHz; "*C: 75 e 125 MHz), utilizando CDCI; como solvente e TMS como
padrdo interno. Os espectros de massas foram registrados em espectrébmetro de

massas, aparelho Shimadzu QP5050A, operando em 70 eV.

A substéncia denominada ATCC foi isolada sob a forma de um solido
branco amorfo, soluvel em cloroférmio com ponto de fusdo de 215,6-218,6 °C e
rotacdo otica especifica de [a]o = -136° (CHCI;, ¢ = 0,38). A analise do espectro de
absorgao na regiao do infravermelho (Anexo 1a, p. 91) apresentou bandas em 3163
cm™ (Vo de acido), 1712 cm™ e 1673 cm™ (Uc-0), 1626 cm™ (Lc=c), 1232 e 1186 cm””

(Uc-o).

O espectro de massas (Anexo 3a, p. 94) apresentou o pico do ion

molecular com m/z 332 [M]*, correspondente a férmula molecular CH2s04, a qual
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indica um IDH de sete, das quais trés podem ser atribuidas a presenca de duas
carbonilas e de uma ligagdo dupla carbono-carbono, e as demais permitiu-nos

deduzir para a estrutura um sistema tetraciclico.

A analise do espectro de RMN 'H (Anexos 1b e 2a p. 91 e 93) apresentou
sinais em oy 6,42 (s) e 5,542 (s) que caracterizam hidrogénios em um sistema de
ligacado dupla carbono-carbono exociclico. A diferenga nos deslocamentos quimicos
desses hidrogénios venéficos pode ser explicada pela desprotecdo exercida pela
conjugagdao com a carbonila (ressonancia) e pelo efeito anisotrépico, ou seja, o
hidrogénio cis em relagdo ao grupo carbonila sofre maior efeito de desprotecéao.
Também foi possivel observar que os sinais em oy 1,07 (3H-20, s) e 1,17 (3H-19, s),

correspondem a hidrogénios de dois grupos metilicos.

A andlise dos espectros de RMN™C-{'H} (Anexo 2b, p. 93) e RMN"C-
DEPT 135° (Anexo 4, p. 95) indicou a presencga de dois grupos carbonilicos, sendo
um de acido carboxilico em &c 183,80 (C-18), enquanto o outro seria uma carbonila
lactbnica a-B-insaturada em &¢c 166,71 (C-15) como observado no espectro na regido
do infravermelho. Os deslocamentos quimicos para carbonos vinilicos em & 139,50
(C-16) e 127,12(CH2-17) confirmaram a presenga da ligagdo dupla exociclica em
conjugacgédo com um grupo carbonila observado no espectro de RMN 'H. O sinal em
Oc 85,54 refere-se a um carbono ndo hidrogenado oxigenado, sugerindo que o

quarto oxigénio presente na estrutura seria parte de um residuo lacténico.
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FIGURA 07 — Estrutura quimica de ATCC (acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a

dimetilfenantreno-7,8a-carbolactona-1-carboxilico).
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4.4 Protocolo experimental

4.4.1 Obtencao dos tecidos traqueais

Os animais foram sacrificados por exsanguinagdo. Em seguida foi
realizada a abertura da face ventral do pesco¢o por uma incisao longitudinal medial
da pele e afastamento das glandulas e dos musculos para a exposi¢cao e a remogao
da traquéia. Esta foi rapidamente transferida para uma placa de Petri contendo

solucao nutridora de Tyrode Modificado (TM)

O tecido traqueal foi manuseado para eliminagdo dos tecidos anexos e
seccionamento de segmentos circulares traqueais contendo entre 3-5 anéis
cartilaginosos, cuidadosamente manuseados para preservar a integridade do

epitélio.

Esses segmentos foram montados verticalmente em camaras para banho
de 6rgao isolado com 5 mL de capacidade, contendo solugao de TM oxigenada por

borbulhamento continuo de ar, mantido em pH 7,4 e temperatura de 37°C.

Cada segmento traqueal foi montado ajustando-os entre dois tridngulos
metalicos. Um desses tridngulos conectado a uma base fixa, e outro ajustado a um

transdutor de forca por um fio de algodao.

As respostas musculares mecanicas (geragao de forga ou relaxamento)
foram transformadas em sinal elétrico por um transdutor de for¢ca (Grass, modelo FT
03) conectado a um pré-amplificador diferencial (PM-1000, DATAQ Instruments, Inc.,
EUA). Este pré-amplificador fica acoplado a uma placa conversora analégica-digital
(DI-200, DATAQ Instruments, Inc., EUA) instalada em um microcomputador de
mesa. Os dados foram convertidos em pontos e armazenados em arquivos pelo
software WINDAQ verséo 1,65 (DATAQ Instrumentos, Inc. EUA).

Apds a montagem do tecido no equipamento, a traquéia foi submetida a
estabilizacdo sob tensdo de 1 g.F durante uma hora, para manutengdo do
tensionamento fisiolégico e para adequacdo as novas condigdes. Essa forca
exercida pelo tecido no final da estabilizagao foi considerada como nivel zero, linha

de base ou tdnus basal da amostra. Alteragdes para acima da linha de base foram
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consideradas como contragdes e para baixo como relaxamento. Nos canais do
grupo controle, foram administrados somente o veiculo (TM + Tween® 80 0,2%), e
esses tracados foram registrados no mesmo intervalo de tempo dos canais teste.

Um esquema simplificado dos equipamentos € mostrado na figura 8.

No protocolo onde a estimulagdo por campo elétrico foi utilizada, as
contragdes foram induzidas por um estimulador elétrico de fabricacéo local, capaz
de gerar trens de pulsos com duragao de 0,1 a 100 ms com corrente de até 150 mA
e tensdo maxima de 150 V ligados a eletrodos para estimulagcdo de campo bem

proximos a preparagao tecidual.

Transdutor
de forca
3 y . g
= gt - e
Pré-amplificadores P A Y L ‘l‘ U
Circulador de e ” R
agua 37° = o
2
Computador Banho com o
Tracado tecido (TM e
aeragao)
e
3

FIGURA 08 — Esquema simplificado do equipamento e dos aparelhos utilizados nos experimentos de
contratilidade in vitro. 1) transdutor de forga 2) Haste fixa na qual se acopla o triangulo metalico com a
traquéia e ponto de saida da aeragéo 3) Cuba para banho de tecido com circulagdo de agua a 37°C.

Apods o periodo de estabilizagao, foram evocadas duas contragdes iniciais
com K* 60 mM para avaliar a responsividade do tecido traqueal. Tais teciddos foram

considerados estaveis, quando as duas contracbes controle apresentaram
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amplitudes similares.

Série 1: Essa série experimental foi realizada para avaliar os efeitos de ATCC (2-
1000 pug/mL) no ténus espontaneo de preparagdes traqueais com epitélio. ATCC foi
adicionado ao banho de 6rgdo de forma cumulativa em intervalos de 5 minutos.
Experimentos semelhantes foram realizados com a adigdo do veiculo como controle
(Tween 80 0,01 % v.v) na mesma faixa de concentragdo utilizada para dissolver o

diterpeno.

Série 2: Realizada para avaliar os efeitos de ATCC no bloqueio da contragao
induzida por estimulo de campo elétrico (ECE). Apds o periodo de estabilizagao foi
testada a viabilidade do tecido traqueal por meio de contragcdes por estimulo de
campo elétrico (a = 60 mA, f = 10 Hz, pulso = 0,5 ms) com duracéo de 30 segundos.
Antes de cada estimulagado nas condi¢cbes acima descritas, foram adicionadas ao
banho de 6rgao concentragbes crescentes e nado cumulativas do diterpeno (20 - 600
pug/mL). Finalmente, os tecidos foram submetidos a lavagens sucessivas com TM e
avaliada sua responsividade através da estimulagao elétrica, como ilustra a figura

abaixo (Figura 9).

A A 1000 )
G0 100 wogimL Recuperacio
bt v, * * % A vk A % A 1-3horas *
L X d

FIGURA 09 — Esquema representativo da série 2. Série que avaliou o efeito do diterpeno no bloqueio
da contragdo induzida por estimulacdo elétrica. Os simbolos “V¥” indicam a adi¢do da aliquota de K*
60 mM; os simbolos “A” indicam as lavagens com Tyrode modificado (TM) para troca da solugéo ou
retirada do composto; os simbolos “* ” indicam o momento do estimulo elétrico; “I” indica o
momento da adicao das aliquotas do diterpeno e suas respectivas concentragdes finais no banho em
pg/mL.

Série 3: Para avaliar a acdo de ATCC no acoplamento eletromecéanico, foram
realizados dois experimentos nessa série experimental: 1. Efeito de ATCC na
reversao da contracdo induzida e mantida por K* 80 mM (Fig. 10a); 2. Efeito de
ATCC na inibigao da contragao induzida por K* 60 mM (Fig. 10b). No primeiro deles,

apos verificada a responsividade do tecido com duas contragdes de K* 60 mM, foi
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induzida uma contragdo por K* (80 mM). No platd da contragdo, o ATCC foi
adicionado de forma crescente e cumulativa, em concentragdes que variaram de 20
a 600 pug/mL.

No segundo experimento foram observados os efeitos inibitérios da
exposi¢ao prévia e nao cumulativa de ATCC (20 - 600 pg/mL) 5 minutos antes da
indugédo de contragbes submaximais (aproximadamente 70% da resposta maxima)
de K* 60 mM. Nos experimentos de inibicdo foram analisados dois componentes da
resposta contratil: a fase inicial, pico da contragdo ou componente fasico (CF)
seguido por uma fase de declinio e manutencdo estavel da contratilidade ou
componente ténico (CT). Os efeitos do veiculo na mesma faixa de concentragao
utilizada para dissolver o diterpeno também foram analisados. Finalmente, as
preparagdes traqueais foram recuperadas com lavagens sucessivas de TM durante

2 horas para verificar sua responsividade.

(a)
0,02 0,08 600 1000 pg/mL
a a R RN
Recuperagao
W, h k 4 1 1-3 horas b 4
(b)

A A A A 1000 A )
20 60 pa/mL Recuperagao
h 4 ¥, + v + ¥ e i 1-3 horas v

FIGURA 10 — Esquema representativo da série 3. Séries que avaliaram a agédo do diterpeno na
reversdo das contragdes induzidas por K* 80 mM (a) e na inibigdo das contragdes induzidas por K* 60
mM (b). “V¥” representa a adigdo da aliquota de K* (60 ou 80 mM); “A” representa lavagem com TM
para retirada do K*, do composto ou do veiculo. “{” indica o momento da adicdo das aliquotas do
diterpeno e suas respectivas concentragdes finais (ug/mL) no banho.

Série 4: Esse item de investigacdo avaliou a capacidade de ATCC em inibir uma
contragao subsequente induzida por ACh (10 uM) ou 5-HT (10 uM), observando as

alteragdes no que se refere ao acoplamento farmacomecanico. Nessa série de
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experimentos foram avaliados os efeitos inibitérios da exposi¢cao prévia do ATCC
(20-1000 pg/mL), adicionado de forma crescente e ndo cumulativa, 5 minutos antes
de serem induzidas contragdes submaximais (70% da resposta maxima) de ACh 10
MM. Na inibicdo das contragdes induzidas por 5-HT, (10 uM) foi utilizada uma
concentragdo unica do diterpeno (300 pg/mL). Os segmentos traqueais foram
mantidos em meio nutridor normal (TM) e suas respostas na inibicdo da contragao
por ACh foram analisadas em seus componentes fasicos e tonicos. No final dos
experimentos os tecidos traqueais foram recuperados com lavagens sucessivas de
TM durante 2 horas para verificar a viabilidade do tecido, como demonstra o

esquema da figura 11.

A A A A 1000 A /’\
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FIGURA 11 — Esquema representativo da série 5. Série que avaliou o efeito do diterpeno na inibigao
das contragdes induzidas por ACh (10 uM). “V¥” representa a adicdo de K* 60 mM; “®” indica a adigao
de ACh 10 pM. Os protocolos de bloqueio das contragdes induzidas por 5-HT e ACh por ATCC, foram
semelhantes, no entanto, para o bloqueio da contragdo induzida por 5-HT, o ATCC foi utilizado em
apenas uma concentragao (300 ug/mL); “A” representa a lavagem com TM para retirada do K*, da
ACh ou do composto; “I ” indica 0 momento da adigdo das aliquotas do diterpeno e suas respectivas
concentragdes finais no banho (ug/mL).

Série 5: Em experimentos semelhantes ao descrito acima, os efeitos da exposig¢ao
prévia ao diterpeno (20 -1000 pg/mL) nas contragdes induzidas por ACh (10 uM)
foram analisados em segmentos traqueais pré-tratados com a adicédo de
indometacina (IND) 2 uM (bloqueador inespecifico dos produtos da ciclo-oxigenases)
ou montelucaste sédico (MK) 10 uM (inibidor do receptor de leucotrienos), 15
minutos antes da adigdo da ACh 10 pM (ou seja, 10 minutos antes da adicdo de

ATCC) no banho de tecido em solug&o nutridora normal.

Série 6: Para avaliar a participacao do calcio intracelular no efeito relaxante de
ATCC, realizou-se um protocolo no qual, a solugcdo de Tyrode modificado foi

preparada sem adicdo de CaCl; e com a inclusdo do quelante de calcio EGTA 0,2
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mM (solugdo Tyrode 0 Ca?'). Inicialmente, foi testada a viabilidade da preparagao
traqueal com uma contracao induzida por 60 mM de K* e uma contragdo com ACh
60 uM em Tyrode, utilizadas como controle inicial. Em seguida, o tecido foi lavado
com Tyrode 0 Ca®* com EGTA (0,2 mM). Passados aproximadamente trés minutos,
foi induzida contragdo por ACh (60 uM) sustentada durante 5 minutos, em seguida
lavado com Tyrode 0 Ca®". Esse procedimento foi repetido 3 vezes de modo que os
estoques intracelulares fossem depletados, fato observado pela diminuicdo da
resposta contratil para proximo dos niveis basais. O tecido foi hovamente lavado
com Tyrode, e contraido por 60 mM de K*. Em seguida, foram feitas duas novas
lavagens com Tyrode 0 Ca?, e adicionado ao banho uma concentragdo Unica de
300 pg/mL do ATCC ou ainda veiculo, e assim, outra contragdo com ACh foi
induzida. As alteragcbes na contragao induzida por ACh na presenca do diterpeno
foram comparadas com o controle inicial e com o controle no qual a contragdo em
meio 0 Ca?** estd sem o composto. O delineamento do protocolo esta ilustrado (Fig.

12) abaixo:

3x
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Recuperacdo
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FIGURA 12 — Esquema representativo da série 6. Série que avaliou a agdo de ATCC sobre as
contragdes induzidas por ACh 60 yM em meio 0 Ca* com EGTA 0,2 mM. Os simbolos “¥” indicam a

“won @

adigdo de K* 60 mM; “o” representa a adicao de ACh 10 pM; “0” indica o0 momento da adi¢gdo do meio
isento de calcio; os “ A”indicam as lavagens com TM para retirada do K*, da ACh ou do composto; “1”
indica o momento da adi¢gao da aliquota do diterpeno na concentragao de 300 pug/mL.

Série 7: Essa série experimental foi realizada com a finalidade de avaliar os efeitos
inibitérios de ATCC nas contragdes induzidas pela adicdo do Ba?', um ion de
passagem seletiva através dos VOCCs, em preparagdes traqueais despolarizadas
por K* 60 mM em meio 0 Ca*. Apds verificar a responsividade do tecido pela
indugcdo de uma contracdo por 60 mM de K*, a solugdo nutridora de TM foi
substituida por meio 0 Ca* com o agente quelante de Ca?, EGTA (0,2 mM), e K* (60
mM) (CUTHBERT et al, 1994). Em seguida, ATCC foi adicionado ao banho nas
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concentragdes (30, 100 e 300 pg/mL). Apdés 5 minutos de incubagao foi realizada
uma curva concentracido-efeito ao bario pela adicdo de concentragdes crescentes e
cumulativas de BaCl, (0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 30 mM). O veiculo (Tween 80) foi testado
usando as mesmas concentragdes utilizadas para dissolver o composto. Por fim, o
tecido foi recuperado por meio de lavagens sucessivas com Tyrode modificado

durante 60 minutos e testada novamente a viabilidade do tecido (Fig. 13).

0Ca2* ¢/ EGTA

BaCly (0,1 - 30 mM)
300
A A pg/mL Recuperacéo
v v v 4 A 1 hora L 4

FIGURA 13 - Esquema representativo da série 7. Série que avaliou o diterpeno (30, 100 e 300
pg/mL) sobre as contragdes induzidas por Ba*, em meio 0 Ca®*, em preparagbes traqueais
despolarizadas (K* 60 mM). Os “¥” indicam a adigdo da concentragédo de K* 60 mM; os “A” indicam
as lavagens com TM para retirada do K*, do Ba®* ou do composto; “I ” indica 0 momento da adigdo da
aliquota de ATCC para obtengéo das concentragdes finais de 30, 100 ou 300 ug/mL.

Série 8: Para investigar o efeito de ATCC sobre canais para Ca? operados por
receptor (ROCCs), foi utilizado nifedipina (10 yM), um bloqueador de canal de calcio
voltagem dependente, para que fosse garantida a nao participacdo desses canais
nos eventos contrateis. A viabilidade do tecido foi testada com K*60 mM e ACh 10
uM. Em seguida, a preparagao foi lavada com Tyrode sem Ca? contendo EGTA (0,2
mM) e os estoques intracelulares do reticulo foram depletados em trés contragdes
induzidas por ACh (60 uM) e lavagens com 0 Ca?*. Logo apds foi adicionada
nifedipina (10 pM), ACh (10 yM) e o diterpeno ATCC (30, 100 e 300 pg/mL).
Imediatamente apdés a adicdo desses agentes, foi realizada uma curva
concentragao-efeito pela adigcdo de CaCl, nas seguintes concentragées: 0,1; 0,3; 1;
3; 10 e 30 mM. A seguir a preparagcao foi novamente lavada com Tyrode, e o0s
tecidos recuperados com lavagens sucessivas de TM durante uma hora. O grupo
controle foi feito conforme a descri¢do acima, e no lugar do composto, foi adicionado
somente o veiculo. As contragdes obtidas na presenca do ATCC foram quantificadas
e comparadas ao controle inicial. O esquema experimental estd demonstrado na

figura 14.
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FIGURA 14 — Esquema representativo da série 8. Série que avaliou o efeito do diterpeno na curva
concentragéo resposta ao CaCl, em meio 0 Ca* em contragbes induzidas por ACh em presenga de
nifedipina (10 uM). Os “¥” indicam a adigcdo da concentragdo de K* 60 mM; os “A” indicam as

lavagens com TM para retirada do K*, Ca?*, nifedipina ou ATCC; os simbolos “e”indicam a adigdo da

ACh (10 uM); o “o” indica a adigéo da solugdo de 0 Ca?'; “} " indica 0 momento da adigdo de ATCC
para obtencéo das concentragdes finais de 30, 100 ou 300 pug/mL

Série 9: Para avaliar se os efeitos de ATCC se relacionavam com a afinidade por .-
adrenoceptores, foi realizado um protocolo experimental com epinefrina, um classico
relaxante das vias aéreas, que medeia suas ag¢des primariamente agindo nos
receptores [3-adrenérgicos. (TANAKA et al., 2005). Apds a verificagao da viabilidade
do tecido traqueal com duas contragdes em K* 60 mM em meio TM, foi induzida uma
nova contragdo com K* 80 mM e, no momento do platé da contracao, foi adicionada
EPI (10, 30 e 100 uM) de forma crescente e cumulativa para dessensibilizar os
receptores [3;, em seguida, o ATCC foi adicionado na concentragcdo de 300 ug/mL,

como ilustra o esquema da figura 15.
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FIGURA 15 — Esquema representativo da série 9. Série que avaliou o efeito do diterpeno sobre a
contragao induzida e mantida por 80 mM de K*, em presenca de epinefrina (EPI), em musculo liso
traqueal de ratos. Os simbolos “V¥”indicam a adi¢do da concentracdo de K* 60 mM; os “A”indicam as
lavagens com TM para retirada do K*, da EPI ou do composto; “I ” indica 0 momento da adigdo do
diterpeno para obtengéo da concentragao final de 300 pg/mL.

Série 10. Nessa série de experimentos foram avaliados efeitos de ATCC em

contracdes induzidas por K* 20 mM e PDB 1 yM em meio nutridor normal. Os
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ésteres de forbol sédo diterpenos pentaciclicos agentes promotores de tumor e
ativadores da proteina quinase C (DRUMMOND & HUGHES, 1987). Em solugéo
nutridora com 0,2 mM de EGTA e sem adigédo de Ca*" os ésteres do forbol induzem,
no musculo liso vascular, uma contragdo que independe totalmente do influxo de
Ca? do meio extra para o meio intracelular e se deve a ativagao da proteina quinase
C (REMBOLD, 1996). Se um dado agente relaxa o anel de aorta pré-contraido pelo
K* e pelo éster do forbol, isto pode sugerir que este agente esteja bloqueando a
contragdo por atuagdo ou na proteina quinase C, ou em algum outro ponto da
cascata bioquimica de reag¢des da contracdo muscular lisa distal a etapa da proteina

quinase C.

Em nossos experimentos apds a verificagdo da responsividade do tecido
foi evocada uma pequena contragdo com K* 20 mM em meio nutridor Tyrode
modificado. Em seguida, as preparagdes traqueais foram incubadas com o dibutirato
de forbol 1 uM. No platé da contragao induzida pelo éster, o diterpeno (50, 150, 400,
600 e 1000 e 2000 pg/mL) foi adicionado de forma ndo cumulativa. No final do
experimento, o tecido foi recuperado com lavagens sucessivas de TM no periodo de
1 hora e certificada novamente sua viabilidade por meio de uma contragao induzida
por K* 60 mM.

4.4.2 Teste de Atividade Antioxidante in vitro (Método da varredura do radical
livre DDPH).

O método varredor do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) &
uma técnica simples e precisa para avaliacdo da atividade antioxidante. Este radical
livre é fortemente colorido e a capacidade varredora € visualizada pelo

desaparecimento da cor.

Em um tubo de ensaio colocou-se 3,9 mL de solugdo metandlica 6,5 x 10°
M do radical livre DPPH, em seguida, adicionou-se 0,1 mL de solugdo metandlica da
amostra dos extratos (10 mg/mL) as analises foram feitas em ftriplicata em

espectrofotdbmetro a 515 nm em diferentes tempos (0 a 60 min). Para o célculo do
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potencial de inibicdo ou indice de varredura do DPPH da amostra, em percentual (IV

%) foi utilizada a férmula:

ApPPH - Aamostra
V= x 100

ADPPH

Onde Appery significa absorbancia inicial da solugdo de DPPH e Aawosra a
absorbancia final. O teste foi realizado em ftriplicata e os resultados foram
considerados positivos se a absorbancia decresce estequiometricamente com a
perda da cor da solugdo de DPPH. Para comparagao, utilizou-se a quercetina (um
flavonoide) como padréo na proporgdo molar Quercetina/DPPH de 0,1 (YEPEZ et
al., 2002)
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4.5 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + EPM (n), onde n
representa o numero de experimentos. Os graficos e anadlise estatistica foram feitos

através dos softwares SigmaPlot 9.0 e SigmaStat 3.1, respectivamente.

Foram considerados estatisticamente diferentes os resultados que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade menor que 5% (p
< 0,05). Os testes de normalidade e homocesdicidade das variancias foram
calculados automaticamente pelo programa. As curvas de regressao logistica foram
feitas por meio equacéo de Hill que calculou 4 parametros (maximo, minimo, ECs e
hillslope). Utilizamos analise de variancia (ANOVA) seguida de técnica de contraste

(testes paramétricos ou ndao paramétricos) conforme apropriado.



S RESULTADOS

5.1. Efeitos de ATCC no tonus basal e na resposta contratil induzida por

estimulagédo de campo elétrico (Série 1 e 2).

As contragdes induzidas por K* 60 mM nos segmentos traqueais
corresponderam, em média, a 0,98 + 0,13 g (n = 8). A adigdo de concentragbes
crescentes e cumulativas do diterpeno no tonus basal espontaneo (2-1000 pg/mL)
relaxou significantemente as preparagbes traqueais (n = 8; P < 0,05; two-way
ANOVA seguido de Holm-Sidak), A ICs, encontrada para esse relaxamento foi de
98,96 + 27,76 pg/mL com um efeito maximo correspondendo a 14,6 £ 3,9 % da
amplitude da contragao inicial induzida por K* 60 mM (Figs. 16a e 16b). Os efeitos
relaxantes de ATCC foram significativamente diferentes do controle a partir da
concentragado de 200 pg/mL. Os efeitos da exposi¢ao ao composto foram reversiveis

em todas as preparagdes apos uma hora de lavagem com TM.

Adicionalmente, a exposicao prévia das preparacdes durante 5 minutos
ao ATCC (20-600 pg/mL) inibiu, de maneira concentragdo dependente, as
contragdes induzidas pelo estimulo de campo elétrico (a = 60 mA, f = 10 Hz, pulso =
0,5 ms) quando comparado ao controle (Figs. 17a; n = 7; P < 0,05; two-way ANOVA,
Holm-Sidak). A ICs, para o grupo exposto ao diterpeno foi 247,73 + 9,99 ug/mL (Fig.
17b). Os efeitos inibitérios do diterpeno passaram a ser significantes a partir da
concentracdo de 200 pg/mL (n = 7; P < 0,05; two-way ANOVA, Holm-Sidak). O
veiculo, quando adicionado nas mesmas concentracdes usadas para dissolver o
diterpeno, nado afetou o ténus basal e as contragdes as contragdes induzidas por

estimulo elétrico.
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FIGURA 16 — Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) sobre o tdnus basal em musculo liso traqueal de ratos (MLT)
de ratos. a) Tragado experimental mostrando o veiculo e o efeito relaxante de ATCC (2-1000 pg/mL)
sobre o ténus basal espontaneo em traquéia de ratos. Apds a lavagem, representada pelo “00”, o
ténus foi recuperado. O simbolo “®” indica a adicdo de ATCC (2-1000 pg/mL) no banho. b) Curva
concentracao resposta da acao de ATCC (2-1000 pg/mL; n = 8; “e”) ou do veiculo (Tween 80 - 0,001-
0,1%, vlv; “0”) em MLT de ratos. Os resultados foram expressos pelo relaxamento % da resposta
maxima de K* 60 mM em média % + EPM%; “n” = numero de experimentos. O simbolo * representa
significancia estatistica para P < 0,05 em relagéo ao controle (two-way ANOVA, Holm-Sidak).
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FIGURA 17 — Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) sobre a resposta contratil induzida por estimulagdo de campo
elétrico em musculo liso traqueal (MLT) de ratos. a) Tragado experimental mostrando a agédo de
ATCC e do veiculo nas contracdes induzidas pelo estimulo elétrico efeito antiespasmaddico de ATCC
(20-600 pg/mL) e sobre a contragado induzida por estimulo elétrico (a = 60 mA, f = 10 Hz, pulso = 0,5
ms). O simbolo “A” representa 0 momento do estimulo apds prévia adigdo de ATCC (20-1000
pug/mL) b) Grafico demonstrando a agdo de ATCC (2-1000 ug/mL) nas contragdes induzidas por
estimulagao elétrica. Os resultados foram expressos pelo relaxamento da resposta maxima da
contragdo (RM) pela média% * EPM%; “n” = nimero de experimentos. O simbolo * representa
significancia estatistica para P < 0,05, em relagéo ao controle (n = 8; two-way ANOVA, Holm-Sidak).



60

5.2 Efeitos de ATCC na resposta da contragdo sustentada e na inibicao da

contracgao induzida por K* em traquéia isolada de ratos (Série 3).

A exposicdo prévia das preparagdes traqueais, por 5 minutos, a
concentragbes crescentes e nao cumulativas do diterpeno, no intervalo de
concentracdo de 20 a 600 pg/mL inibiu de forma concentracdo dependente as
contragdes induzidas por K* 60 mM (Fig. 18a). A acao inibitéria do composto foi
observada nos componentes fasicos e ténicos da contracédo (n = 6; P < 0,05; two-
way ANOVA, Holm-Sidak).

O efeito inibitério do diterpeno apresentou diferenca significante do
controle (veiculo) a partir da concentragdo de 100 ug/mL em ambos componentes.
No entanto, ndo houve diferenca entre as ICs, quando comparados entre si, os
componentes fasicos (ICso = 170,28 £ 8,67) e tonicos (ICso = 168,22 + 28,74) (Fig.
18b; P < 0,05; one-way ANOVA, Holm-Sidak).

Nos experimentos que avaliaram a acdo do diterpeno na reversdo da
contracdo induzida e mantida por K* 80 mM, observou-se que entre as
concentragbes de 20 e 600 pg/mL, ATCC promoveu relaxamento dependente de
concentracdo com ICso = 180,34 = 15,79 pg/mL (n = 7) (Fig. 18b). Ndo foi encontrada
diferencga estatistica entre os valores de ICs, dos efeitos do diterpeno nos protocolos
experimentais de reversao e de inibigdo da resposta contratil induzida por K* (P <
0,05; two-way ANOVA seguido de Holm-Sidak).
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FIGURA 18 — Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) na contracdo sustentada e na inibicdo da contragédo induzida
por K*. a) Tragado original representando a agdo de ATCC sobre a inibicdo da contragdo induzida
K60 mM. O simbolo “A” representa o momento da adicdo de K* 60 mM apds exposicdo com o
diterpeno (20-1000 pg/mL) b) Gréfico representativo do efeito relaxantes de ATCC. Os resultados
foram expressos em % da resposta maxima da contragdo (RM) em média% + EPM %; “n” = nimero
de experimentos. O simbolo * representa significancia estatistica para P < 0,05, em relagdo ao
controle (n = 6; two-way ANOVA, Holm-Sidak).
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5.3 Efeitos de ATCC na inibicao das contragoes induzidas por ACh e 5-HT em

preparagoes traqueais (Série 4)

ATCC (20-1000 pg/mL) promoveu inibicdo dependente de concentracdo
das contragdes sub-maximais induzidas por ACh (10 puM) (Fig. 19a). Essa inibi¢c&o foi
observada em ambos componentes contrateis, com ICs, de 284,75 + 8,17 pg/mL
para o componente fasico e ICso = 211,99 + 11,54 ug/mL para o componente tonico,
com diferenga estatistica significante (Fig. 19b) (n = 5; P < 0,05; two-way ANOVA
seguido de Holm-Sidak).

Em outras preparag¢des experimentais, a resposta contratil induzida por 5-
HT (10 pM) correspondeu a 64,39 + 6,33% da contracéo inicial induzida por ACh (10
puM). ATCC inibiu significantemente as contra¢des induzidas por 5-HT (n = 5; P <
0,001, one-way ANOVA, Holm-Sidak) para 15,56 + 1,04 % quando comparadas com
a resposta da contragdo induzida por 5-HT controle na presenca (63,15 + 4,96 %) e
na auséncia do veiculo (64,39 *+6,33%) (Fig. 19c).

Os efeitos inibitorios de ATCC foram também observados nas contragoes
induzidas por ACh (10 pM) em presenga de indometacina (2 uM), com ICs de
161,49 £ 6,65 pg/mL para o CF e 91,48 £ 4,46 pg/mL para o CT. Em presenga de
montelucaste sodico (10 uM), houve bloqueio que ocorreu com ICs, de 483,48 +
10,17 pg/mL para o CF e 370,93 + 23,18 pg/mL para o CT (Figs. 20a e 20b). Além
disso, os valores de ICs, dos protocolos de inibicdo de ATCC na contracéo induzida
por ACh mostraram diferenga estatisticamente significante quando comparados aos
realizados na presengca de indometacina e montelucaste. ATCC apresentou
diferenga significante, quando comparado ao veiculo, a partir das concentragdes de
300 pg/mL e 200 pg/mL para os componentes fasicos e tdnicos, respectivamente (P
< 0,05; two-way ANOVA, Holm-Sidak).

Para os grupos tratados com indometacina e montelucaste, os efeitos
inibitérios promovidos por ATCC apresentaram diferengas significantes do controle a
partir de 100 pg/mL (CF) e 60 pg/mL (CT) nos grupos pré-tratados com
indometacina; e 500 uyg/mL (CF) e 400 ug/mL (CT) nos grupos pré-tratados com
montelucaste sodico (Figs. 20a e 20b; P < 0,001; two-way ANOVA, Holm-Sidak).
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As alteracdes induzidas pelo ATCC, na auséncia ou na presenca dos
inibidores, foram reversiveis apds lavagens sucessivas com Tyrode modificado
durante de 2 horas. Experimentos utilizando o veiculo em concentragdes
semelhantes as usadas para dissolver ATCC, n&o causaram diferenga na resposta
contratil induzida pela ACh (10 uM) (P < 0,05; one-way ANOVA, Holm-Sidak).
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FIGURA 19 - Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) sobre as contragdes induzidas por ACh (10 uM) e 5-HT (10
pMM) em traquéias de ratos a)Tragcado original representando o efeito de ATCC (20-600 pg/mL) na
inibicdo da contragao induzida por ACh (10 uM). Os simbolos “A” representam o momento da adicado
de ACh 10 uM apdés 5 minutos de exposicdo ao diterpeno. b) Grafico representativo do efeito
relaxante produzido por ATCC nos componentes fasico (CF) e ténico (CT) da contragdo por ACh (10
pUM). ¢) Grafico representando a agao de ATCC na contragéo induzida por 5-HT (10 uM) em traquéias
de ratos. Os resultados foram expressos em média% * EPM%; “n”= ndmero de experimentos. O
simbolo * representa significancia estatistica para P < 0,05, em relagdo ao controle (one- (b) e two-
way ANOVA (c) seguido de Holm-Sidak.
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FIGURA 20 - Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) (20-100 pg/mL) nas contragdes induzidas por ACh (10 uM)
em musculo liso traqueal de ratos em presenga de indometacina (2 yM) e montelucaste (10 pM).
Graficos representativo da agdo de ATCC no componente fasico (a) e ténico (b) da contragéo
induzida por ACh 10 uM. Grupo experimental e controle (n=8). Os resultados foram expressos pelo
relaxamento da resposta maxima da contragdo (RM) pela média% + EPM%; “n” = numero de
experimentos. O simbolo * representa significAncia estatistica para P < 0,05, em relagdo ao controle
(two-way ANOVA, Holm-Sidak).
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5.4 Efeitos de ATCC nas contragdes induzidas por ACh (60 pM) em

preparacgdes traqueais em meio nutridor 0 Ca?* (Série 5).

As contragbes induzidas por ACh (60 uM) em meio nutridor 0 Ca*
apresentaram amplitudes menores do que as respostas contrateis induzidas em
Tyrode modificado, e corresponderam a 33,05 = 7,12 % da contragéo inicial em ACh
em meio nutridor com concentragdo normal de Ca?* (2 mM). A adigdo de ATCC (300
Mg/mL), 5 minutos antes da indugdo da contragdo por ACh (60 pM), inibiu
significantemente (Fig. 21; n = 8; P < 0,05; one-way ANOVA, Holm-Sidak) essas
contragdes para 14,12 = 3,84 % dessa contragdo inicial. O adi¢do do veiculo nao

interferiu na resposta contratil a ACh (60 pM).

5.5 Efeitos de ATCC e nifedipina nas contragcées induzidas por Ba** em

preparagdes traqueais despolarizadas com K* em meio 0 Ca* (Série 6).

Em preparagdes traqueais mantidas em meio 0 Ca*" (com 0,2 mM de
EGTA) e despolarizadas com K* 60 mM, a adigdo, no banho de érgao, de aliquotas
crescentes e cumulativas de BaCl, (0,1-30 mM; n = 8) induziu um aumento na
resposta contratil dependente de concentragao, que se tornou significante a partir da
concentragcdo de 1 mM (Fig. 22; P < 0,05; two-way ANOVA seguido de Holm-Sidak).

A concentragdo de Ba** que induziu 50% da resposta maxima foi de 0,80
+ 0,11 mM. A contracdo em resposta a curva de BaCl, foi significantemente inibida
pela exposicéo prévia a ATCC (30, 100 e 300 pg/mL, n = 8) ou nifedipina (10 uM, n =
8) (Fig. 22). A resposta maxima para 30 mM de Ba** foi significantemente reduzida
para 80,05 + 7,84% (comparado ao controle: 1,53 + 0,26 g), para 60,67 + 10,45%
(comparado ao controle: 1,39 £ 0,29 g), para 1,16 * 3,12% abaixo do ténus basal
(comparado ao controle: 1,40 £ 0,29 g) e para 2,66 £ 1,37% (comparado ao controle:
1,26 £ 0,15g) na presencga do diterpeno 30, 100, 300 yg/mL e nifedipina (10 pM),

respectivamente.

Em todos os experimentos da série, os efeitos inibitérios do diterpeno e
da nifedipina foram reversiveis apds lavagens sucessivas com Tyrode modificado

por um periodo de uma hora.
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FIGURA 21 - Efeito do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) nas contrag¢des induzidas por ACh (60 uM) em traquéias de
ratos em meio 0 Ca?. Os resultados foram expressos pelo relaxamento da resposta maxima da
contragao (RM) em média% = EPM%; “n” € o numero de experimentos. O simbolo * representa
significancia estatistica para P < 0,05, em relagao ao controle (one-way ANOVA, Holm-Sidak).
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FIGURA 22 — Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) e nifedipina (10 yM) nas contragbes induzidas por Ba®* em
traquéias despolarizadas com K* em meio 0 Ca?*. Grafico representativo da agdo de ATCC (30, 100 e
300 pg/mL) na curva de BaCl, (0,1-30 mM). Os resultados foram expressos em % da resposta
maxima da contracdo (RM) em média% = EPM %; “n” = numero de experimentos. O simbolo #
representa significancia estatistica para P < 0,05, das curvas em relagdo ao controle (n = 8; two-way
ANOVA seguido de Holm-Sidak).



68

5.6 Efeitos de ATCC nas contragées induzidas por Ca** em preparagoes

traqueais pré-tratados com ACh em presenca de nifedipina (Série 7).

A adicao crescente e cumulativa de CaCl, (0,1 — 30 mM), em preparagdes
traqueais mantidas em meio 0 Ca? com ACh (10 uM) e nifedipina (10 uM), induziu
contragdes que apresentaram seus efeitos maximos na concentragdao de 10 mM.
Essa curva de calcio foi significantemente reduzida pela exposicao prévia das
preparacgdes traqueais ao ATCC nas concentragdes de 100 e 300 pg/mL e tornaram-
se estatisticamente diferentes do controle a partir das concentracées 3,0 e 0,3 mM

de CaCl,, respectivamente.

A resposta maxima ao CaCl, 10 mM foi reduzido significantemente para
62,62 + 7,62 % e 1,31 + 1,06 % (abaixo do ténus basal) em presenga de ATCC 100
e 300 ug/mL (Fig. 23; P < 0,05; two-way ANOVA seguido de Holm-Sidak).
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FIGURA 23 - Efeitos do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) e nas contragbes induzidas por Ca* em musculo liso traqueal
em presencga de ACh (10 pM) e nifedipina (10 uM). Grafico representativo da agdo de ATCC (100 e
300 pg/mL) na curva de CaCl; (0,1-30 mM). Os resultados foram expressos em % da resposta
maxima da contracdo (RM) em média% = EPM %; “n” = numero de experimentos. O simbolo #

representa significancia estatistica para P < 0,05, das curvas em relagdo ao controle (n = 7; two-way
ANOVA seguido de Holm-Sidak).
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5.7 Efeitos de ATCC em preparagoes traqueais pré-contraidas com K' em

presenca de altas concentragoes de epinefrina (Série 8).

Nas preparacdes traqueais pré-contraidas com K* 80 mM a adigao de
epinefrina 10, 30 e 100 uM reduziu significantemente as contragcbées para 59,64 *
6,08 (n =7); 59,04 £ 6,81 (n = 7) e 65,76 = 7,98 (n = 7) da contragao controle,
respectivamente. No entanto, ndo houve diferenga entre as concentragdes
crescentes de EPI, o que indica a desensibilizagdo dos receptores (Fig. 24b; P <
0,05; one-way ANOVA, seguido de Holm-Sidak).

Nessas condicbes, a contracao residual de K* 80 mM foi completamente
revertida apos a adicdo de ATCC (300 pg/mL) para 5,02 = 3,72 % abaixo do ténus
basal (Figs. 24a e 24b; P < 0,05; one way ANOVA, Holm-Sidak).
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FIGURA 24 - Efeito do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) sobre a contragdo induzida e mantida por 80 mM de K* em
presenga de epinefrina (EPI). n = 7 experimental; n = 6 controle. a) Tragado original representando o
efeito de ATCC (300 pg/mL) na da contracdo induzida por K80 mM e adigdo de concentragdes
crescentes de EPI. Os simbolos A representam o momento da adigdo de K* 80 mM. Os circulos
preto e branco representam a adicdo do diterpeno e do veiculo, respectivamente. b) Grafico
representativo do efeito de ATCC na contragdo induzida por K* 80 mM em presenca de EPI. Os
resultados foram expressos pelo relaxamento da resposta maxima (RM) da contragdo de K* 80 mM
em média% + EPM% e “n” o nimero de experimentos. O simbolo * representa a significAncia em
relagdo ao CTRL (P < 0,05 one-way ANOVA, seguido de teste de Holm-Sidak).
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5.8 Efeitos de ATCC nas contragdes induzidas por dibutirato de forbol (1 uM) e

K* 20 mM em prepraragées traqueais isoladas (Série 9).

Em preparagbes traqueais mantidas em solugédo de TM, o ativador de
PKC dibutirato de forbol (1 pM) juntamente com K" 20 mM induz uma lenta e
sustentada contragcdo. Quanto essa contragdo atingiu o platd, o ATCC (50-2000
pug/mL) foi adicionado, promovendo um relaxamento dependente de concentragéo
com valor de ICs, = 540,37 + 13,28 ug/mL. Esse efeito maximo correspondeu a 2,13
t+ 1,03 % (n = 6) da amplitude maxima. Os efeitos relaxantes de ATCC tornaram-se
significantes a partir da concentracao de 500 pg/mL (Figs. 25a e 25b) (P < 0,05; two-
way ANOVA, Holm-Sidak). Qualquer alteragdo causada pela adigdo diterpeno ao

banho foi reversivel apos lavagens sucessivas com TM durante 1 hora.
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FIGURA 25 — Efeito do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a dimetilfenantreno-
7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) sobre a contragdo induzida e mantida por 20 mM de K* e
dibutirato de forbol (PDB) 1 uM. (a) Tragado original e grafico (b) representando o efeito de ATCC
(1000 pg/mL) na contragéo induzida por K20 mM e PDB 1 pyM. Os “A” indicam o momento da adigédo
de k60 ou K20 mM. O simbolo “e” indica 0 momento da adicao do diterpeno; “1” indica o momento da
adigéo de PDB e “¥” 0 momento da lavagem com Tyrode. Os resultados foram expressos em % da
resposta maxima da contragao (RM) em média% + EPM%; n = numero de experimentos. O simbolo *
representa significancia estatistica para P < 0,05, em relagdo ao controle (two-way ANOVA, seguido
de Holm-Sidak).
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5.9 Atividade antioxidante de ATCC pelo método de captura de radical livre

DPPH
O diterpeno exposto em diferentes tempos (1-60 minutos) ao radical livre

DPPH, em todas as concentragcdes testadas, apresentou um baixo indice de
varredura quando comparado com o padrao quercetina (Fig. 26). Os dados estao

resumidos na tabela 1.

TABELA 1 - indices varredores da atividade antioxidante de ATCC frente ao radical DPPH.

Amostra IV%
ATCC 30 ug/mL 3,80 £ 0,90
ATCC 10 ug/mL 8,66 + 0,04
ATCC 300 ug/mL 21,03+ 0,20

Quercetina 92,26 + 0,64

Atividade antioxidante de AECC em presenca do radical livre DPPH
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FIGURA 26 — Atividade antioxidante do acido rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a
dimetilfenantreno-7,8a-carbolactona-1-carboxilico (ATCC) pelo método de captura de radical livre
DPPH. Grafico representando a atividade antioxidante de ATCC (30, 100 e 300 pg/mL) comparado ao
padrao quercetina. Os resultados foram expressos em média absorbancia% + EPM%; “n”= numero de
experimentos. O simbolo * representa significAncia estatistica para P < 0,05, em relagdo ao controle
(two-way ANOVA, seguido de Holm-Sidak).



6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que ATCC induziu em preparacgoes
traqueais, efeitos relaxantes e antiespasmddicos. Com nossos resultados foi
possivel observar que ATCC relaxou significantemente o ténus basal e inibiu as
contragdes induzidas por estimulagcédo elétrica. Esses efeitos inibitérios mostraram
acdo em ambos os acoplamentos, eletro- e farmacomecénico, com diferentes
valores de ECsy, 0 que suporta a hipotese de que existam diferentes mecanismos de
acdo envolvidos na atividade antiespasmédica do ATCC sobre o MLT. E importante
salientar, que esse € o primeiro estudo que relata os efeitos farmacolégicos do acido
rel-(1S, 4aS, 7S, 8aS)-7-(1-vinil)-tetradecahidro-1,4a-dimetilfenantreno-7,8a-
carbolactona-1 , uma substancia nova isolada de C. argyrophylloides, em sistemas
biolégicos, em especial o musculo liso traqueal, sendo esse trabalho, portanto,
inédito.

O diterpeno relaxou o ténus basal espontaneo com ECs, de 98,96 + 27,76
pMg/mL. Embasando-se neste dado, pesquisou-se o efeito espasmolitico do ATCC
em varios tipos de atividade contratil.

O diterpeno bloqueou as contracbes decorrentes da estimulagdo de
campo elétrico (ECE) de forma concentragcao dependente (ICs, de 247,73 £ 9,99
pMg/mL). As contragbes induzidas por ECE foram bloqueadas pelo antagonista
muscarinico atropina e pelo bloqueador neural lidocaina (Dados ndo mostrados).
Nessas condi¢des, a contragdo induzida por ECE em preparacdo de musculo liso
estimuladas por campo elétrico com pulsos de duragdo curta (0,5 ms) se deve
principalmente a estimulagdo colinérgica pds-ganglionar e liberagdo de ACh
(NAGTEGAAL et al., 1995; LECCI et al., 2004). O ATCC inibiu também o tonus
alterado com K* 80 mM (ICs: 180.34 + 15.79 ug/mL). Essas diferentes ECs, € ICso
sugerem que, pelo menos no musculo liso da traquéia, diferentes mecanismos
modulam o relaxamento e/ou inibicdo do tébnus basal, da contragdo induzida por
estimulacao elétrica e do tdnus modificado por altas concentracdes de K.

Baseado no bloqueio da contragao induzida por K* 80 mM, hipotetizou-se
que o efeito inibitério do diterpeno no acoplamento eletromecanico estivesse
associado a inibicdo dos VOCCs. O bloqueio das contragdes em resposta a

concentragdes crescentes e cumulativas de BaCl, (0,1-30 mM) em meio 0 Ca®* em
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presenca e K* alto (60 mM) é coerente com esta hipétese. Sabe-se que o cation Ba**
€ um ion que tem seletividade em atravessar a membrana através dos VOCCs,
permeando muito pouco os ROCCs (MURRAY & KOTLIKOFF, 1991). Outros
diterpenos cauranos também apresentam atividades relaxantes e antiespasmaédicas
em outras preparagdes de musculo liso através do bloqueio de VOCCs (AMBROSIO
et al., 2006; MULLER et al., 2003). Em estudos realizados com outro diterpeno
caurano (acido caurenoico) na contratilidade de aorta (TIRAPELLI et al., 2004) e do
musculo uterino (DE ALENCAR CUNHA et al., 2003) esta relatado o potente efeito
antiespasmaodico daquele agente, cuja causa foi atribuida a inibicdo do influxo de
calcio do meio extracelular por bloqueio dos canais VOCCs.

Para avaliar a agdo do ATCC no acoplamento farmacomecanico,
primeiramente, analisamos os efeitos de ATCC no influxo de calcio através dos
ROCCs. Para isso, foram realizados experimentos em presencga de nifedipina (para
remogao da influéncia dos VOCCs), de ACh (para ativagdo dos ROCCs) e de TM
inicialmente isenta de calcio, em seguida, foram induzidas contragdes pela adigao
de CaCl, (0,1-30 mM) cumulativamente, o ATCC foi capaz de inibir as contragbes
nessas condi¢des. Esses dados sugerem que a atividade antiespasmaoddica de ATCC
também seja mediada parcialmente pela diminuigdo da entrada de Ca** através dos
ROCCs. Observou-se, contudo, que enquanto a concentragdo de 300 pg/mL de
ATCC bloqueia totalmente a resposta maxima da adicdo de Ba** e Ca?** em ambos
os protocolos para verificar atuacdo em VOCCs e ROCCs, respectivamente, 100
pg/mL de ATCC bloqueia apenas parcialmente as respostas nesses protocolos.
Esse dado, que sugere poténcia similar de atuagcdo em ambos os protocolos,
também sugerem a possibilidade de o ATCC estar atuando no acoplamento
excitacdo contragdo em etapa distal ao influxo de Ca?* do meio extra para o meio
intracelular.

Nossos resultados demonstraram que ATCC foi mais potente em inibir as
contragdes induzidas por ACh em seu componente ténico (CT) (ICso = 211,99 £
11,54 ug/mL) quando comparado com seu componente fasico (CF) (ICso = 284,75 +
8,17 pg/mL). Sabe-se que a contragao induzida por agonistas muscarinicos tem
carater principalmente farmacomecanico (ou seja, independente de alteragbes nos
potenciais transmembrana) (SOMLYO & SOMLYO, 1968; COBURN & BARON,
1990) e que o componente fasico tem sido atribuido a liberagdo de calcio dos

estoques do reticulo sarcoplasmatico, especialmente induzido por IPs. Ja o
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componente tdnico € caracterizado pela entrada de calcio via sarcolemal, resultante
do influxo de calcio insensivel a diidropiridina, através dos canais operados por
receptor (ROCCs) (CUTHBERT et al., 1994) e pelos VOCCs (ZHOU et al., 2008). A
comparagao entre as ICs, para bloqueio dos componentes fasico e tonico permite a
conjectura de bloqueio de VOCCs e ROCCs na membrana sarcoplasmatica, visto
que o influxo de Ca?* do meio extracelular nas contracdes induzidas por ACh tem
importante participacdo na manutengdo do componente contratil sustentado (CT)
(CUTHBERT et al.,, 1994). Adicionalmente, ainda comparando os valores de |Cso,
demonstramos experimentalmente que ATCC apresentou poténcia significantemente
maior em inibir o acoplamento eletromecéanico (K*) quando comparadas com o CF e
CT da via farmacomecanica (ACh), reforcando a proposta da acao inibitéria de
ATCC nos mecanismos contrateis dependentes de despolarizagao.

Quando comparados, os valores de ICs, do bloqueio de ATCC nas
contragoes induzidas por estimulo de campo elétrico (ICso = 247,73 £ 9,99 ug/mL)
estdo mais proximos da ICs, para bloqueio do CF das contragdes evocadas por ACh
do que do correspondente valor para bloqueio da contracédo induzida por K*. Este
fato esta em coeréncia com o fato do estimulo elétrico com pulsos de duracéo de 0,5
ms requerer liberacdo de ACh dos neurbnios e/ou terminagdes intramurais para
produgao da contragao.

Para avaliar a possivel participacdo da via adrenérgica no mecanismo de
ATCC, foi realizada uma série experimental em presenga de epinefrina, um agonista
[-adrenérgico administrado como broncodilatador (HIROTA et al., 2003). Apds a
desensibilizagao dos receptores e adicdo do diterpeno (300 ug/mL) observou-se que
o composto aboliu completamente a contragdo. Com isso, excluiu-se a possibilidade
de um mecanismo adrenérgico como uma via pela qual o diterpeno pudesse agir
induzindo relaxamento. Corroborando nossos resultados, as pesquisas realizadas
por Tirapelli e colaboradores (2004) sugeriram que o0 acido caurendico pudesse agir
através de mecanismos independentes de receptores [3;-adrenérgicos em outras
preparacdes de musculo liso.

ATCC foi capaz de interferir ainda no acoplamento farmacomecanico
inibindo as contragdes induzidas por serotonina (10 uM). Essa acéao inibitéria de
ATCC poderia ser considerada, em parte, a um bloqueio dos canais do RS ativados

por IPs. A hipotese dessa interferéncia intracelular é reforgada pelo bloqueio
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significante no componente fasico do acoplamento farmacomecénico, onde o calcio
liberado é principalmente mediado pelo IP; (Pelaia et al., 2008). Para investigar a
veracidade de tal hipotese, foram realizados protocolos experimentais em solugao
nutridora adicionada de EGTA e isenta de Ca*. Dessa forma o desenvolvimento da
forga contratil registrada deve ser resultante apenas da ativagdo dos canais de calcio
sensiveis ao IP;. De fato, muitos estudos relatam que as contracdes evocadas por
agonista no musculo liso das vias aéreas aparentemente ndao sao afetadas sob
condicbes em que o influxo de calcio voltagem-dependente € prevenido pela
remocé&o do calcio extracelular (JANSSEN, 2002; FARLEY & MILES, 1978).

Experimentalmente, as contragbes evocadas por ACh em meio 0 Ca*
corresponderam cerca de 33,05 = 7,12 % das contracbes evocadas em meio
nutridor normal (TM). Quando exposto previamente ao diterpeno caurano (300
pMg/mL), esses valores foram reduzidos para 14,12 + 3,84 % da contragdo controle
(TM), resultado que concorda com a sugestdo de um mecanismo intracelular pelo
qual o diterpeno possa agir em parte inibindo a contracdo no que se refere a
liberacdo de calcio do RS mediada por IPs.

Dando continuidade a investigagao das vias de atuacao intracelular do
diterpeno, foi avaliado o efeito de ATCC no componente de contracdo de
sensibilidade ao calcio, mais precisamente na via de sinalizacdo do PKC. Para isso,
realizamos um protocolo experimental na qual foi induzida uma contragdo com K* 20
mM e PDB, um potente e especifico ativador de PKC, em meio nutridor com calcio
(2 mM). O PDB promoveu grande amplificagao da resposta contratil a 20 mM de K".
ATCC relaxou de forma concentracdo dependente essas contracbes amplificadas
pelo PDB com ICs (540,37 + 13,28 pg/mL) maior do que todas as outras
encontradas. Esse dado sugere que a causa da amplificagdo da resposta contratil
pelo PDB é um mecanismo diferente daqueles das contragdes induzida por altas K*
e por outros por agonistas como ACh e serotonina. O dado sugere também que o
ATCC é capaz de relaxar uma contracéo induzida por esse mecanismo, embora com
menor poténcia farmacoldgica. Existe uma série de evidéncias disponiveis na
literatura sugerindo que o alvo celular para os ésteres de forbol € a PKC, o que
produz aumento da sensibilidade dos elementos contrateis ao Ca?* (DRUMMOND &
HUGHES, 1987; SOMLYO & SOMLYO, 1994; 2000). Além disso, a contragéo

induzida pelo PDB ¢é independente da liberagdo de Ca®* dos estoques intracelulares
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(ORTON et al., 1990; SAVINEAU et al., 1991). Em nosso estudo ocorreu em uma
condigdo na qual a concentragdo extracelular de Ca®* foi normal (2 mM) e a adigao
de K* 20 mM permitiu que houvesse um aumento do influxo de calcio do meio
externo. Nesse caso, € admissivel que se proponha outro mecanismo de agao do
composto, embora essa via ndo pareca ser a mais importante para explicar o
mecanismo de ATCC. Assim, o relaxamento quase completo provocado por ATCC
para apenas 2,13 =+ 1,03 % da contracao inicial mantida por PDB 1 uM e K* 20 mM,
provavelmente se deve a uma atuagdao na etapa que envolve a PKC ou etapa
anterior (em relagéo a sequéncia de eventos), o que esta de acordo com a hipotese
de acao intracelular. Qualquer possibilidade de que o relaxamento da contracao
mantida pelo éster de forbol seja devido a um declinio natural da preparacao é
improvavel, pois a comparagao do curso temporal da resposta contratil ao PDB na
auséncia e presenga de ATCC mostrou-se estatisticamente significante na
comparagao em todos os tempos arrolados.

Um dado interessante deste estudo € que a indometacina, um bloqueador
da COX (BALZARY, & COCKS, 2006), aumentou a poténcia farmacolégica do efeito
antiespasmaodico do ATCC e o montelucaste, um bloqueador da lipooxigenase
(WALIA et al., 2006), a diminuiu. Sabe-se que o epitélio traqueal, bem como outros
tecidos residentes na traquéia, sintetiza derivados do acido araquidénico que
modulam a contratilidade do musculo liso da traquéia. Os derivados do acido
araquidénico pela via da ciclooxigenase sao principalmente prostaglandinas
(BERGSTRON et al.,, 1964) e pela via da lipooxigenase sao principalmente os
leucotrienos (WALIA et al., 2006). Os dados desse estudo mostraram que a
indometacina e o montelucaste interferiram com efeitos opostos sobre a poténcia
farmacolégica do ATCC, sugerindo, entdo, que os derivados do acido araquiddnico,
endogenamente sintetizados por essas duas vias metabdlicas, tém efeitos
modulatérios opostos sobre importantes mecanismos da contratilidade do MLT,

quais sejam aqueles inibidos pelo ATCC.



7 CONCLUSAO

v E possivel concluir, portanto, que ATCC possui acdo relaxante e

antiespasmodica em preparagdes de musculo liso traqueal in vitro.

v' Sugerimos que ATCC atue por meio de diferentes mecanismos, tendo em vista a
capacidade de inibir os acoplamentos eletro e farmacomecanicos, e os diferentes

valores de ICso encontrados.

v' Sugerimos que a agao antiespasmodica de ATCC no musculo liso traqueal seja,

em parte, atribuida a inibicdo do influxo de calcio extracelular por VOCCs e
ROCCs de membrana.

v' Adicionalmente, propomos que o diterpeno atue intracelularmente, envolvido no
bloqueio de receptores de IP; e agindo de forma menos potente no mecanismo
de sensibilizagdo ao calcio. A agao inibitéria de ATCC parece ser independente

da via adrenérgica.

v' E possivel sugerir também que derivados do acido araquiddnico (prostaglandinas
e leucotrienos), endogenamente sintetizados, tém efeitos modulatérios opostos
sobre importantes mecanismos da contratilidade do MLT, quais sejam aqueles
inibidos pelo ATCC.
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ANEXO 1
1a - Espectro na regidao do IV. de ATCC.
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ANEXO 1

1b - Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de ATCC
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ANEXO 2

2a - Espectro de RMN 'H - expansao (CDCls; 500 MHz) de ATCC

CHUY D BeEENESESESYTEENSNRCLBEINRSS s e

BERE EBREEREREREERrRE REESRECSRTRE g g
g ERRE L ER3REHEsCRRRRRREREZERAEIEIRE =05
@ oo M e - B R T - -

S\ 2y

1,035
TT—1.0318

:

d1a 1

= u w o ~ o S = (=] m m (=} o«

= Y = = Y ol lo! |31 [R] 1T a =1 =1 «

& <} ] = @© =| |t |=] |o] |3 o @ ] @

g & ¥ < o Qo) o] (6] |= = i ™ <

k= =3 o -~ ™ ] {=d v} jeu] i = - ™ far) .

T T T
ppm 2.5 2.0 1.5 1.0

2b - Espectro de RMN "*C (CDCl; 125 MHz) de ATCC

Turrent Data Parameters
. o NAME thea-1
EXPND 2
PROCND 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20060907
Time 16.20
INSTRUM spect
8 8 a 5 s 2qs ISRESQNSTHLSEEOR PRGOS Miltincl
g a @ @ N 8 nre P RN g R L] PULPROG 290830
g 8 8 2 8 8 RRE BEETIAMRBIIRINRNES preset
SOLVENT coei3
NS 835
0s 0
SHH 32679.738 Hz
FIDRES 0.997306 Hz
A 0.5014004 sec
86 8192
[ 15.300 usec
'3 6.00 usec
1€ 652.0 K
ot 1.00000000 sec
dit £.03000000 sec
DELTA 0.89999998 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCHAK 0.01500000 sec
======== CHANNEL f1
CPOPRG2 walt2@
NUC2 19
PCPD2 70.00 sec
pL2 0.00°38
9 7 103 17.58
5 PLI3 44 7.3 d
4 troz 493.9b0000 MHz
F2 - Processing parameters
s
17 sF 125.7176314 MHz
HOW
6 5B 0
8 LB 1.00 Hz
) 68 )
PC 1.40
15 10 NHR plot parameters
20.00 cm
18 oY 13.00 co
F1P 201.110 ppm
F1 25283.02 Hz
Fap 8.000 ppm
f2 1005.69 Hz
e T A A B B T A i R B, 1213.86633 Hz/cm
ppm 180 160 140 120 100 80 80 40 20



96

ANEXO 3

3a - Espectro de massas de ATCC
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3b - Fragmentos propostos para justificar os picos principais observados

no espectro de massas (EM) de ATCC




ANEXO 4

Espectro de RMN"™C-DEPT 135° (CDCls;, 125 MHz) de ATCC
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