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RESUMO

O Croton argyrophylloides Muell. Arg. € conhecido popularmente no Nordeste como
marmeleiro prateado. Dentre os constituintes presentes no 6leo essencial do C.
argyrophylloides (OECa) temos B-cariofileno (B-CAR) que é um terpendides com
uma atividade biolégica bastante significativa. O objetivo desse trabalho foi verificar
o efeito do OECa e de um dos seus constituintes o B-CAR em musculo liso da veia
porta, ileo e bexiga. Foi observado que o OECa e o (3-CAR possui efeito tanto no
acoplamento eletromecanico como no farmacomecanico. No acoplamento
eletromecanico a ECsp na presenca do OECa para a contragdo fasica foi de 19,21 +
1,65 pg/ml, 104,27 + 8,19 ug/ml e 343,54 + 11,71ug/ml respectivamente para veia
porta, ileo e bexiga. Na contragéo tbnica, a ECsg para veia porta, ileo e bexiga foi de
7,81 £ 2,02 ug/ml, 29,99 + 8,44 ug/ml e 92,50 £ 11,00 pg/ml. Com o B-CAR, a ECsg
da fase fasica foi de 92,64 + 5,34 pg/ml, 15,57 £ 6,38ug/ml e 214,93 + 11,06 pg/ml
respectivamente para veia porta, ileo e bexiga. A fase tdnica na presenga do B-CAR
teve como ECsy 24,76 £ 9,63 pg/ml, 12,54 + 1,43 pg/ml e 181,19 + 6,66 pg/mi
respectivamente para veia porta, ileo e bexiga. No acoplamento farmacomecanico a
ECso na presenca do OECa foi de 38,53 + 14,83 pg/ml, 125,93 + 10,91 pg/ml e
122,19 + 57,33 pg/ml respectivamente para veia porta, ileo e bexiga, na contracao
fasica. Na contracéo tdnica a ECs, foi de 16,81 + 2,70 pg/ml, 47,97 + 08,09 pg/ml e
115,71 £ 20,51 pg/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Em relacdo ao
B-CAR, esse efeito foi um pouco menos expressivo nas duas fases da contragéo,
entre os trés tecidos. Com B-CAR a ECs foi de 101,59 + 2,81 pg/ml, 86,73 = 12,12
pug/ml e 560,20 + 61,88 ug/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga, na fase
fasica e de 41,45 + 12,89 pg/ml, 105,09 + 4,09 pg/ml e 461,06 = 7,13 pg/mi,
respectivamente em veia porta, ileo e bexiga, na fase ténica. Em relacdo a contracéo
induzida por CaCl, e BaCl,, também foi observado efeito tanto do OECa quanto do
B-CAR nos trés tecidos. Os resultados sugerem que tanto o OECa como o B-CAR
possuem efeito nos trés tecidos, mas com uma certa especificidade pela veia porta.
Foi observado que tanto o OECa como o B-CAR possuem um maior efeito no
acoplamento eletromecéanico que no farmacomecanico.O estudo sugere que o efeito
antiespasmaodico do Croton argyrophylloides e B-cariofileno no musculo liso de ileo,
veia porta e bexiga, pode ter ocorrido pelo bloqueio dos canais de calcio, sendo
predominante esse efeito nos canais do tipo VOC.

Palavras-chaves: Oleo essencial, Croton argyrophylloides, B-cariofileno, musculo
liso.



ABSTRACT

Croton argyrophylloides Muell. Arg. is popularly known in Northeast like quince
silver. Among the constituents of the essential oil of C. argyrophylloides (OECa) have
B-caryophyllene (B-CAR) which is a terpenoid with biological activity very
significantly. The aim of this study was to assess the effect of OECa and one of its
constituent B-CAR in the smooth muscle of the portal vein, ileum and bladder. It was
observed that OECa and B-CAR has effect on electromechanical coupling and in
pharmacomechanical. Electromechanical coupling in the ECsy in the presence of
OECa for phasic contraction was 19.21 + 1.65 pg/ml, 104.27 + 8.19 pg/ml and
343.54 £ 11.71 pg/ml respectively for the portal vein, ileum and bladder. In the tonic
contraction, the EC50 for the portal vein, ileum and bladder was 7.81 + 2.02 pg/ml,
29.99 + 8.44 pg/ml and 92.50 = 11.00 mg pg/ml. Regarding B-CAR, the ECso of
phasic phase was 92.64 + 5.34 ug/ml, 15.57 £ 6.38 pg/ml and 214.93 + 11.06 pug/ml
respectively for the portal vein, ileum and bladder. The tonic phase in the presence of
B-CAR ECsp was 24.76 £ 9.63 pug/ml, 12.54 + 1.43 pug/ml and 181.19 * 6.66 pg/ml
respectively for the portal vein, ileum and bladder. Coupling pharmacomechanical the
ECso in the presence of OECa was 38.53 + 14.83 pg/ml, 125.93 + 10.91 pg/ml and
122.19 + 57.33 pg/ml respectively for the portal vein, ileum and bladder phasic
contraction. Tonic contraction in the ECso was 16.81 £ 2.70 pg/ml, 47.97 + 08.09
pMg/ml and 115.71 £ 20.51 pg/ml, respectively in the portal vein, ileum and bladder. 3-
CAR had less effect in both the expressive phase of contraction among the three
tissues.B-CAR with the ECsp was 101,59 + 2,81 pg/ml, 86,73 + 12,12 pg/ml and
560,20 = pug/ml, respectively in the portal vein, ileum and bladder during phasic and
41.45 £ 12.89 pg/ml, 105.09 + 4.09 pg/ml and 461.06 + 7.13 pg/ml, respectively in
the portal vein, ileum and urinary bladder in the tonic phase . For contraction induced
by CaCl2 and BaCl2 effect was also observed both OECa as the B-CAR in the three
tissues. The results suggest that both the OECa as B-CAR have effect in all three
tissues, but with some specificity the portal vein. It was observed that both the OECa
as B-CAR have a greater effect on electromechanical coupling than
pharmacomechanical .O study suggests that the antispasmodic effect of Croton
argyrophylloides and B-caryophyllene in the smooth muscle of the ileum, portal vein
and bladder, may have occurred by blocking calcium channels, with predominant
effect on this type VOC channels.

Keywords: essential oil, Croton argyrophylloides, B-caryophyllene, smooth muscle.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia e Justificativa

O uso de plantas medicinais como meio curativo e preventivo pode ser
considerado tdo antigo quanto o ser humano (MARTINS et. al., 1994). Essas plantas
foram durante séculos, os Unicos agentes terapéuticos para o homem. Com o
desenvolvimento da quimica farmacéutica no inicio do século XIX, as plantas
medicinais passaram a ser usadas como a principal fonte de substancias para a
sintese de medicamentos, tendo uma grande contribuicdo em novas drogas
(HOSTETTMANN et al., 2003).

Atualmente os extratos vegetais e as plantas continuam tendo uma
grande importancia na area farmacéutica, através do uso de substancias ativas
isoladas como protétipos para a criacdo de novos farmacos, para obtencdo de
adjuvantes, ou ainda, de medicamentos originados exclusivamente a base de
extratos vegetais, como os medicamentos fitoterapicos (SCHENK et al., 2001).

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo mundial tem se
mostrado expressiva nos ultimos anos, com aproximadamente de 80% da populacéo
mundial fazendo uso de algum tipo de erva para o alivio de alguma manifestacéo
patolégica (WHO, 1991). Entre o periodo de 1981 a 2002, entraram no mercado em
todo mundo, 877 novos farmacos, sendo 61% desses medicamentos originados ou
baseados em produtos naturais (NEWMAN et al., 2003).

O uso popular de plantas medicinais € uma pratica antiga, que passa de
geracdo a geracao, despertando com isso a necessidade de pesquisas sobre essas
plantas, pois muitas vezes o conhecimento empirico desenvolvido ao longo do
tempo, pode ser comprovado do ponto de vista cientifico, o0 que pode estender seu
uso a sociedade industrializada (FARNSWORTH, 1988) e possibilitar uma maior
validade em relacéo a eficacia do uso como terapia.

Apesar do Brasil ter uma rica flora e representar cerca de 20% das
espécies de plantas medicinais conhecidas no mundo (PETROVICK et al., 1997), o

conhecimento dessas plantas nos ultimos vinte anos teve um crescimento de apenas
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8% ao ano (SIANI, 2003). Ainda € consideravel o numero de plantas que ndo possui
seus mecanismos de acao terapéutica compreendidos, e os estudos com essas
plantas, além de trazerem vantagens do ponto de vista terapéutico, tambéem
permitem a reducdo de importacdo de drogas e o aumento do desenvolvimento
econdmico (FERREIRA, 1998).

Além disso, a realizagdo de mais estudos para validacdo do uso popular
de plantas medicinais e descoberta de outros possiveis usos terapéuticos possibilita
um melhor aproveitamento de recursos medicinais e uma acessibilidade mais ampla,
de forma mais segura, a um maior nimero de pessoas que venham a se beneficiar
do seu uso terapéutico.

Por essa importancia indiscutivel das plantas medicinais em relagdo a
possibilidade de descoberta de novos compostos terapéuticos, com um custo baixo,
mais acessivel para a populacdo e em menor tempo que os farmacos sintéticos
(MARTINS et. al., 1998), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), incentiva o
desenvolvimento de pesquisas com plantas medicinais. Com esse objetivo, 0
Ministério da Saude do Brasil, formulou a portaria n°® 212 (11/09/81), que inclui, nas
“Diretrizes e Prioridades em Saude” o estudo multidisciplinar de plantas medicinais
(MING, 1994).

Dentre os diversos géneros de plantas que ainda necessitam de mais
estudos estad o género Croton, da familia das Euphorbiacea, que do ponto de vista
guimico e farmacolégico, € de grande importancia econémica (ZEVALLOS-POLLITO
e FILHO, 2007) devido ao fato de varias espécies desse género ja possuirem uso
com fins terapéuticos (SALATINO et al., 2007). Dentre as espécies de Croton, temos
o Croton argyrophylloides, que € encontrado na regido Nordeste do Brasil, sendo
conhecido popularmente como “marmeleiro prateado”. A espécie Croton
argyrophylloides é rica em terpendides, tendo predominancia do sesquiterpeno [3-
cariofileno no 6leo essencial de algumas amostras (MORAIS et al., 2006). E uma
espécie ainda pouco estudada, mas que ja mostrou ter acdo bioldégica em alguns
estudos (LIMA et al., 2006; CANUTO, 2005; CATUNDA et al., 2002), necessitando
com isso de mais pesquisas.

As pesquisas da acao dessas plantas no tecido muscular liso é de grande
relevancia, devido a importancia desse tecido em varios mecanismos fisiolégicos

para manutencdo do funcionamento normal dos sistemas orgéanicos, evitando assim
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estados patoldogicos (TOUYZ, 2000; WATERMAN et al.,, 1994; BEST e TAYLOR,
1990).

Atualmente existe poucos estudos a respeito do efeito do Oleo essencial
do Croton argyrophylloides (OECa) e do B-cariofileno (B-CAR) sobre o musculos liso.
Um desses estudos feito em musculo liso da aorta teve como resultado que o efeito
do OECa e do B-CAR sobres esse musculos seria de bloquear os canais de calcio
(FARIAS, 2006)

Dependendo da localizacdo do musculo liso, podemos ter diferencas em
relacdo ao estoque de célcio necessario para a contracdo, que pode ser
provenientes do meio extracelular e intracelular. Por esse motivo, foi escolhido a veia
porta, o ileo e a bexiga, pois sdo trés musculos lisos que possuem dependéncia
diferenciada em relacdo ao calcio para contracdo, sendo a veia porta mais
dependente do célcio do meio extracelular, o ileo dependente tanto do meio

extracelular como do intracelular e a bexiga dependendo mais do meio intracelular.

1.2 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo formados por substancias produzidas,
acumuladas ou depositadas por plantas em suas estruturas, sendo seus
constituintes os principios ativos responsaveis por conferir a acéo terapéutica das
plantas medicinais (SIMOES e SPITZER, 1999). Sio originados por meio do
metabolismo secundario, com a producdo de compostos organicos que nao
possuem relacdo direta com o crescimento e desenvolvimento, mas com o
relacionamento da planta com o meio ambiente. Esses compostos produzidos por
metabolismo secundario, garantem vantagens para sobrevivéncia da planta e
perpetuacdo das espécies em seu ecossistema (SANTOS, 1999).

Os Oleos essenciais, que também podem ser chamados de 6Oleo volateis
ou etéreos, sao lipofilicos, na maioria das vezes odoriferos e liquidos. S&o
encontrados nas folhas, ramos finos, cascas, frutos, flores, raizes, tronco, resinas e
sementes (ZOGHBI et al., 1998). As substancias quimicas encontradas nos 6leos
essenciais sao formadas por ésteres de acidos graxos, terpendides,

fenilpropanonas, alcodis, aldeidos e em alguns casos, por hidrocarbonetos alifaticos
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entre outros. Tém importancia na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética
(CHARLES e SIMON, 1990). Dentre os constituintes que tém maior predominancia
nos 6leos essenciais, estdo os terpendides (RAVEN et. al., 2001; VERPOORTE e
MARASCHIN, 2001).

A quantidade e a natureza dessas substancias que constituem os 0Oleos
essenciais, podem sofrer influéncia de fatores como a radiacdo, temperatura,
precipitacdo, ventos fortes, altitude, solo, época de coleta e outros (EVANS, 1991,
VITTI e BRITO, 1999; SIMOES e SPITZER, 1999; LARCHER, 2000; CALIXTO,
2001; GOUINGUENE e TURLINGS, 2002).

Estudos demonstraram diversos efeitos bioldgicos dos éleos essenciais,
dentre eles podemos citar; analgésico (BEGHETTI et al., 1999), anti-hemorroidario
(PRUDENTE et al., 1993), miorelaxante, antiespasmaddico (AYDIN et al., 1999;
COELHO DE SOUZA, 1997), antimalérico, anticonvulsivante (SANTOS et al., 1997),
antiparasitario, analgésico (OLIVEIRA, 2001), diurético, hipotensor (MENDONCA et
al., 1991; BEZERRA, 1994; LAHLOU et al. 1999), antinociceptivo, antiinflamatoério
(MENEZES et al.,, 1990; ABDON et al. 2002; PASSOS et al.,, 2006), sedativo,
antidiarréico (ALENCAR et al. 1993), gastroprotetor (PAIVA et al. 1998),
antimicrobiano, bactericida (CIMANGA et al., 2002) e antifungico (PITAROKILI et al.,
2003).

1.3 Género Croton

O género Croton faz parte da familia das Euforbiaceaes, que é uma
extensa familia cosmopolita compreendendo aproximadamente 300 géneros e 7600
espécies (CRONQUIST, 1981). O género Croton € o segundo maior género da
familia das Euforbiaceaes, com quase 1.300 espécies de ervas, arbustos e arvores
(WEBSTER, 1993).

E um género que se destaca na sua riqueza de substancias originadas do
metabolismo secundario, como terpendides, flavonoides e alcaldides (PIETERS et
al., 1995; PIRES et al., 2001; SANTOS et al.,, 2005). O Croton é um género de
grande dispersdo no Nordeste, sendo utilizado pela populacdo em forma de chas,

infusdes e cataplasmas. Dentre as propriedades bioldgicas do género Croton, temos:
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antitumoral,  antiinflamatoéria,  antipirética, hipertensiva,  antidiarréica e
antiulcerogénico (ALMEIDA et al., 2002; FALCAO et al., 2005; SALATINO et al.,
2007).

As folhas desse género apresentam revestimento piloso, inteiras ou
raramente trilobadas com estipulas. Suas flores sdo esbranquicadas e pequenas. A
maior parte das espécies desse género € odorifera, com a distribuicdo das
substancias do metabolismo secundario em todos os oOrgdos da planta,

predominando nas folhas e nas cascas do caule (MONTE, 1980).

1.4 Croton argyrophylloides Muell. Arg.

O Croton argyrophylloides Muell. Arg. (figura 1) € conhecido popularmente
no Nordeste como marmeleiro prateado (MONTE, 1980), € um arbusto de ramos
delgados, cilindricos e escabros. Suas folhas possuem uma base obtusa e
apresentam a parte ventral verde fosca e opaca.

E uma espécie que € muito utilizada na regido agreste de Pernambuco,
onde o cha da casca do caule é utlizada para tratar colicas intestinais
(ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002). Além desse uso popular, ja foram realizados
alguns estudos que comprovaram que o Croton argyrophylloides Muell. Arg. possui
varias acdes biolégicas, como antimicrobiano (ALBUQUERQUE et al., 1974),
antiedematogénico, antinociceptivo (CANUTO, 2005), antioxidade (CATUNDA et al.,
2002; MORAIS et al., 2006) e agente larvicida (LIMA et al., 2006).

Através de andlise de diferentes amostras do OECa no Laboratorio de
Quimica e Produtos Naturais da UECE, foi possivel observar a frequéncia de alguns
constituintes presentes nessa espécie, como o espatulenol, trans-cariofileno, alfa-

pineno, beta-felandreno, beta-elemeno e 1,8 cineol.
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FIGURA 1 - Croton argyrophylloides Muell Arg.
Fonte: Fotos cedidas do arquivo pessoal do Prof. Dr. José Henrique Leal Cardoso.

1.5 B-cariofileno (B-CAR)

Dentre o0s constituintes que tém maior predominancia nos Oleos
essenciais, estdo os terpendides (RAVEN, 2001; VERPOORTE e MARASCHIN,
2001). Os terpendides sdo substancias oriundas do metabolismo secundario das
plantas, sendo formados por unidades isoprendides. Sao classificados de acordo
com o numero de unidade isoprendides em mono-, sesqui-, di- e tri-terpenos
(MURAKAMI et al., 2004).
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O B-cariofileno (B-CAR) é um terpendides classificado em sesquiterpenos
e possui 15 atomos de carbono (figura 2). E uma substancia n&o toxica, pouco
irritante, sendo muito comum no Oleo essencial de varias plantas (MARTIN et al.,
1993; MORAIS et al., 2006; MEVY et al., 2007; SENATORE et al., 2006).

7

C15H24

FIGURA 2 - Formula molecular e estrutural do B-cariofileno
Fonte: SIMOES et al., 1999.

Dentre as varias espécies de plantas onde € possivel encontrar o B-CAR
temos: Vernonia scorpioides (TOIGO et al., 2004), Annona cherimola (RIOS et al.,
2003), Psidium guajava L, (LOZOYA et al., 2002; LUTTERODT, 1989; CRAVEIRO et
al., 1981), Pterodon polygalaeflorus (EVANGELISTA et al.,, 2007; LEONHARDT,
2009), Cordia verbenacea (PASSOS et al., 2006), Croton argyrophylloides (FARIAS,
2006) dentre outras.

E um sesquiterpeno com atividade bioldgica bastante significativa, como
pode ser observado em véarios trabalhos, onde foi relatada a acdo antimicrobiana
(TOIGO et al., 2004; RIOS et al., 2003), acédo contra colicas, antidiarréica (LOZOYA
et al., 2002; LUTTERODT, 1989; CRAVEIRO et al., 1981), miorelaxante em traquéia
de ratos (EVANGELISTA et al., 2007), antialérgica, antiinflamatoria (PASSOS et al.,
2006), neuroprotetora (CHANG et al., 2007), dentre outras.

Estudos com camundongos e Artémias, mostraram que o B-CAR é
atoxico, em relagdo aos efeitos agudos, com DLsy de 9,84 = 0,01 g/kg para
camundongos e ICso de 274, 53 pug/ml para Artémias ( FARIAS, 2006).
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1.6 Musculo liso

O musculo liso, que também é chamado de musculo visceral, corresponde
a apenas 5% da massa muscular total do ser humano (CINGOLANI e HOUSSAY,
2004). Apesar desse baixo percentual, 0 masculo liso tem uma grande importancia,
devido a sua presenca em Orgaos vitais e por possibilitar a manutencdo da
homeostasia do organismo.

O musculo liso pode ser classificado levando em conta duas
caracteristicas: 1) a inervacdo, podendo ser multiunitario, unitario e intermediario e
em relacdo, 2) sua atividade contratii como tbnico ou fasico. O musculo liso
multiunitario possui células que sdo pouco acopladas, com fibras que podem
contrair-se independentes das outras e sdo controladas em grande parte por sinais
neurais, tendo uma densa inervagdo dos sistemas simpaticos e parassimpatico.
Podem ser encontrados no musculo ciliar dos olhos, brénquios, masculo piloeretor,
assim como outras estruturas. O musculo liso unitario contém juncdes abertas entre
suas células, tendo aderéncia entre as membranas celulares, permitindo que o
potencial elétrico de uma fibra seja propagada para outras, atuando como um
sincicio. Esse tipo de célula esta presente nos ureteres, artérias de resisténcia,
arteriolas, utero, trato gastrintestinal e outros (KNOT et al, 1996). O intermediario
gue se caracteriza por ter caracteristicas tanto do multiunitario como do unitéario, é
observado na traquéia (BURNSTOCK, 1970).

O musculo visceral tbnico pode ser identificado por responder a estimulos
com mudancas graduais no potencial de membrana, 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 contragdo, 0 que pode ser
observado no musculo liso de diferentes 6érgaos (GUYTON e HALL, 2002).

Durante a contracdo, o musculo liso desenvolve duas fases contrateis,
sendo uma que ocorre quase que exclusivamente devido a liberacdo do calcio do
reticulo sarcoplasmatico (RS), que é chamada de contracdo fasica, e outra que
ocorre pelo influxo de calcio através da membrana plasmatica, chamada de
contracao sustentada ténica (BOLTON, 1979).
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O mdusculo liso, assim como o musculo esquelético, possui proteinas
filamentosas que sdo os filamentos de miosina e actina. Esses filamentos s&o
responsaveis pela geracao da forca muscular (KUO e SEOW, 2004).

O filamento de miosina encontrado no musculo liso € do tipo miosina-II,
possuindo atividade ATPase lenta. O filamento de actina esta associado com outras
proteinas, como a tropomiosina, a caldesmon e a calponina. A caldesmon é
responsavel pelo direcionamento e a estabilizacdo do acoplamento da actina com a
miosina. A calponina por inibir a atividade ATPase da miosina (MINO et al., 1998),
necessaria para a contragdo muscular. O filamento fino de actina no musculo liso
nao possui troponina C, com isso a proteina que vai ter alta afinidade pelo célcio no
musculo liso sera a calmodulina, que possui quatro sitios de ligacdo para o calcio,
tendo a funcdo de ser receptor intracelular de calcio e ativar o ciclo das pontes
cruzadas (MANI e KAY, 1996).

Além da via de ativacdo neuronal, por meio do sistema nervoso
autbnomo, o masculo liso, diferentemente do musculo esquelético, pode ser ativado
por outros mecanismos, como vias hormonais ou estiramento. Isso ocorre devido a
membrana do musculo liso conter muitos tipos diferentes de receptores, capazes de
desenvolver a contracéo ou inibi-la (NIXON et al., 1994).

As bases quimicas para a contracdo muscular lisa se assemelham em
parte com a do musculo esquelético, com a interagdo entre a actina e a miosina
ativada pelo aumento da concentracdo de célcio intracelular e a degradacdo do
trifosfato de adenosina (ATP) a difosfato de adenosina (ADP) para o fornecimento da
energia para a contragdo, gerando as mudangas conformacionais e tracionamento
dos filamentos contrateis (GUNST e TANG, 2000).

Os ions célcio sdo essenciais para o desenvolvimento da contracdo do
musculo liso. A concentracdo aumentada de Ca?* permite que esses fons interajam
com a calmodulina. Isto faz com que a enzima quinase de cadeia leve de miosina
seja ativada, causando a fosforilacdo da miosina de cadeia leve. A fosforilacdo da
miosina ativa a funcdo ATPase da mesma, possibilitando a interagdo da miosina
com a actina (TANSEY et al.,, 1990; D’ANGELO et al., 1992; ALLEN e WALSH,
1994; JIANG e STEPHENS, 1994; MURPHY, 1994).

Apés essa sequéncia de eventos, ocorre a desfosforilagdo da miosina,
pela acdo da enzima fosfatase miosinica de cadeia leve (MLCP). Isso vai ocorrer

qgquando a concentracdo de calcio € reduzida abaixo do nivel para manter a



24

contracdo (< 1uM), inibindo a acdo ATPase da miosina e a contracdo (SHIMIZU et
al., 1994; SHIRAZI et al., 1994; WEBB, 2003).

Existem varios mecanismos que podem levar ao aumento da
concentracdo de calcio necessaria para a contracdo. Dentre eles temos: o
acoplamento eletromecanico e o acoplamento farmacomecéanico. O acoplamento
eletromecanico ocorre quando canais para Ca®" voltagem dependentes existentes
na membrana plasmatica sdo abertos em resposta a um potencial de acdo, que se
propaga pela membrana celular permitindo o influxo de calcio do meio externo. O
acoplamento farmacomecanico se desenvolve com a abertura de canais de célcio do
reticulo  sarcoplasmatico, ativados por segundo mensageiro  como
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). Esse mecanismo ocorre pela interacdo de um agonista
com o receptor de membrana, causando a ativacdo da proteina G (REMBOLD,
1996) (figura 3).
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FIGURA 3 - mecanismo de contragdo do musculo liso
Fonte: WEBB, 2003.

A proteina G ativa a fosfalipase C permitindo formacdo do segundo
mensageiro (IP; e DAG), a partir da quebra do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,),
que ira atuar nos canais de calcio do reticulo sarcoplasmatico (BOLTON et al., 1999;
AIDLEY, 1998). Somado a isso também ocorre, via proteina G, a inibicdo da

adenilato ciclase que reduz a producdo de AMPc, facilitando a contracdo e a
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producdo da proteina kinase C (PKC) pelo DAG, que iria atuar na ativacdo dos
canais para calcio operados por voltagem e na sensibilidade do maquinario contratil
ao calcio

O relaxamento da contracdo do musculo liso ocorre pela reducdo da
concentracdo de calcio intracelular. Essa reducdo pode ocorre pela acdo da bomba
de célcio existente no reticulo sarcoplasmético e na membrana plasmatica, por acédo
dos trocadores Na‘/Ca?* (FLOYD e WRAY, 2007), ativacdo dos canais de K*
existentes na membrana plasmatica e pela acédo de proteinas especificas chamadas
de calsequestrina e calreticulina existentes no reticulo sarcoplasméatico que sé&o
ligantes de Ca®" (MISSIAEN et al., 1992; SPERELAKIS, 1993).

Atualmente existe a hipotese que a contracdo do musculo liso pode ser
desenvolvida na auséncia de calcio. Isso poderia ocorrer devido a inativacdo da
fosfatase miosinica de cadeia leve e fosforilacdo da cadeia leve da miosina sem a
necessidade da acdo da miosina quinase de cadeia leve. Os possiveis responsaveis
por tal acdo seriam as proteinas do tipo quinase (DENG et al., 2001), dentre as quais
a PKC, Rho gquinase e, possivelmente, um intermediario que pode ser comum as
duas vias que é a ZIP-quinase (NIIRO e IKEBE, 2001).

A PKC juntamente com a Rho-quinase teria sua acdo sobre a fosfatase
miosinica de cadeia leve, inibindo a acdo da fosfatase sobre a miosina de cadeia
leve fosforilada (GANITKEVICH et al., 2002). As duas teriam também a funcéo de
fosforilar a miosina de cadeia leve. A ZIP-quinase pode ser a provavel responséavel
pela fosforilagédo da miosina de cadeia leve, permitindo a contragdo na auséncia de
calcio (HARNETT e BIANCANI, 2003).

1.6.1 Musculo liso do trato gastrintestinal

A funcdo primordial da musculatura lisa gastrintestinal € a propulséo,
mistura do contetudo luminal e controle do fluxo do bolo alimentar. O padrédo de
motilidade gastrintestinal esta na dependéncia da localizacdo da musculatura lisa no
trato gastrintestinal (KUNZE e FURNESS, 1999), com o musculo liso da regido
proximal do estdbmago e esfincteres responsaveis por uma contracdo tdnica

sustentada harmonizada e a musculatura da regido distal do estdbmago, intestino
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delgado e célon por uma contragdo ritmica desenvolvida por ondas lentas,
caracterizadas por ciclos de despolarizagdo e repolarizagdo da membrana
(MURTHY, 2006).

A atividade elétrica do musculo liso gastrintestinal € lenta e quase
continua. Essa atividade é formada por duas formas bésicas de ondas elétricas:
ondas lentas e ondas espigais (spikes). As ondas lentas em geral ndo séo
responsaveis pela contracdo muscular, com excecdo do estdbmago. Elas atuam
principalmente controlando o aparecimento de potenciais em espiga e estes por sua
vez causam a maior parte das contracées (CHRISTENSEN, 1971).

O masculo liso do trato gastrintestinal é organizado em feixes, formados
por um grande numero de fibras musculares liso. Possui uma camada longitudinal e
uma circular. A conexao entre as fibras dessas camadas € feita por juncdes abertas,
permitindo o movimento de ions de uma célula para outra (UEHARA e
BURNSTOCK, 1970; SOMLYO, 1985; MOSS e HOFMANN, 1992). S&o fibras
uninucleadas, com aproximadamente 200 a 500 um de comprimento e de 2 a 10 um
de diametro.

A tensdo que é formada no musculo liso gastrintestinal € desenvolvida
nas trés dimensdes, sendo principal a que ocorre ao longo do eixo longitudinal
(SOMLYO, 1985; MOSS e HOFMANN, 1992).

As camadas de musculo liso circular e longitudinal sdo responsaveis pelo
peristaltismo do trato gastrintestinal. O peristaltismo inicia pelo estiramento da
parede gastrintestinal pelo bolo alimentar (WATERMAN et al., 1994). Este
estiramento faz com que sejam disparados reflexos, em que a camada muscular
circular proximo ao bolo alimentar se contraia e a camada muscular circular distal se
relaxe. Em relacdo a camada muscular longitudinal, a camada préxima ao bolo
alimentar se relaxa e a distal ao bolo alimentar se contrai. Este mecanismo permite
gue o alimento seja propelido para adiante no trato gastrintestinal.

Existem diferencas em relacdo a mobilizacdo dos ions célcio para
contracdo entre o musculo circular e o longitudinal. No musculo liso circular ocorre
principalmente a quebra do PIP, e formacdo de IP3. O musculo liso longitudinal
possui pequenas quantidades de PIP, e com isso pouco IP; é sintetizado. Os
receptores presentes no reticulo sarcoplasmatico do mdusculo longitudinal néo

possuem alta afinidade pelo IP3;. Eles exibem minima afinidade pelo IP; e
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apresentam receptores de Ryanodiana de alta afinidade e sensibilidade pelo Ca** e
ADP- Ribose Ciclica (MURTHY, 2006).

O trato gastrintestinal é controlado por um sistema nervoso proprio, que €
chamado de sistema nervoso entérico. Este sistema atua juntamente com o sistema
nervoso autdbnomo por meio do sistema parassimpético e simpético. O sistema
nervoso entérico € formado por dois plexos; o mioentérico ou de Auerbach e o
submucoso ou de Meissner. O plexo mioentérico, encontrado entre as camadas
musculares longitudinais e circulares, controla 0 movimento gastrintestinal e o
submucoso controla as secre¢Bes gastrintestinais e o fluxo sanguineo local
(LUNDGREN et al., 1989).

O tipo de canal para calcio responsavel pela contracdo sustentada do
musculo liso gastrintestinal € o canal para calcio do tipo L (alto umbral), que recebe
essa denominacgdo de acordo com a cinética de ativacao, inativagdo, condutancia,
especificidade ionica e sensibilidade a drogas e toxinas (SPEDDING e PAOLETTI,
1992). A adicdo de verapamil ou nifedipina nesses canais cessar a contracao
sustentada gastrintestinal por bloqueio esses canais (FARRUGIA, 1999).

O trato gastrintestinal possui células especializadas chamadas de células
intersticiais de Cajal, que sao responsaveis pela motilidade espontanea
gastrintestinal. Essas células possuem propriedades de fibroblastos e de células
musculares lisas e estdo em comunicacdo com as camadas musculares lisas

longitudinal e circular por meio de jungdes gap (SANDERS et al.,, 2004).

1.6.2 Musculo liso da bexiga

A bexiga tem a capacidade de armazenar grandes volumes de urina sem
gue ocorra um aumento na pressdo intravesical (COOLSAET, 1985), tendo o
musculo liso a capacidade de mudar de comprimento sem alteragfes significativas
na tensdo. O ndo aumento da pressao durante o enchimento normal e a distensao
da bexiga, foi de inicio, relacionada o mecanismo reflexo, sendo, apds evidéncias
experimentais relatadas como independentes da inervagao extrinseca.

O musculo liso da bexiga é formado por feixes entrelacados de células

musculares lisas, sendo uma unidade integrada de feixes musculares
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interconectados. Entre esses feixes musculares estao feixes de colageno e elastina,
com a funcdo de manutencdo da arquitetura da parede da bexiga durante o
enchimento e prevenindo o estiramento (MURAKUMO et al., 1995).

O mdasculo liso da bexiga, assim como o vascular, traqueal e outros é
dependente do calcio para a contracdo. O influxo de calcio através dos canais para
calcio operados por voltagem € o evento que medeia as mudancgas na concentracao
interna de calcio, induzidas por despolarizacdo. Essa despolarizacdo permite um
influxo de calcio através dos canais de calcio tipo L, o que induz uma liberacédo de
calcio dos estoques intracelulares, constituindo a maior por¢cdo do aumento
transitério da concentracdo interna de Ca®* (TAKAHASHI et al., 2004).

A retirada de calcio extracelular e bloqueadores dos canais do tipo L
como a nifedipina, diminui a razao de crescimento e amplitude do potencial de acéo
(MOSTWIN, 1986). A contracdo do musculo liso detrusor € dependente de segundo
mensageiro mediado por acetilcolina ou seu analogo o carbacol (Cch) (IACOVOU et
al., 1990).

A inervacdo do trato urinario inferior tem componente parassimpatico e
simpético. O componente parassimpético é dependente da inervacdo sacral da
medula. A estimulacdo neuronal parassimpéatica ocorre em sua maioria por
receptores muscarinicos do tipo Ms;, tendo como principal neurotransmissor
excitatorio a acetilcolina (MARTINEZ et al., 2005).

O nucleo na medula sacral do detrusor possui conexao com a ponte e o
lobo frontal do sistema nervoso central (SNC). O SNC é responsavel por exercer
uma inibicdo constante sobre o nucleo do detrusor, evitando a contracao da bexiga e
a miccao. Essa acdo do SNC é inicialmente inconsciente e torna-se consciente apos
os estimulos aferentes dos receptores de distenséao.

Assim como no trato gastrintestinal, células intersticiais semelhantes as
ICC também estdo presentes no trato urinario. Na bexiga elas estdo localizadas
tanto no tecido suburotelial, como nas camadas de musculo liso, tendo associacéo
com nervos intramurais. Sua funcdo é de gerar a excitacdo espontanea da bexiga
(YANAI et al., 2006). Essa atividade espontanea esta relacionada com contracdes
que sao resistentes a tetrodotoxina (TTX) e ndo podem ser bloqueadas por

hexametdnio (HEX), atropina e bloqueadores de a-adrenoceptores.
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1.6.3 Musculo liso vascular

O sistema vascular é formado por artérias, arteriolas, capilares, vénulas e
veias. As artérias, arteriolas, vénulas e veias possuem como principais funcdes
permitir o fluxo sanguineo e regulacdo da pressdo sanguinea (PUGSLEY e
TABRIZCHI, 2000). Ja os capilares tém importancia fundamental na troca de
nutrientes.

Esses vasos sdo formados por trés camadas, que sao chamados de
tunicas. Sao: elas a tlnica externa, tunica media e tunica interna (BORYSERNKO e
BERINGER, 1984).

A tdnica externa esta localizada na porcdo externa do vaso, com
predominancia de fibras elasticas na sua composicéo. A tunica media esta presente
na regiao intermediaria e possui como principais componentes musculo liso e fibras
elasticas, sendo essa camada mais desenvolvida nas artérias. A tunica interna
localiza-se na regido interna e tem como principal constituinte tecido epitelial,
denominado de endotélio. Os capilares sdo 0s Unicos vasos que possuem somente
a tdnica interna (BERNE e LEVY, 2004).

Dentre esses vasos 0 mais elastico sdo as artérias, por estarem sujeitas a
uma maior pressao arterial e por possuirem uma tunica média mais desenvolvida.

As células do musculo liso vascular possuem um diametro maior na
regido central. O didmetro maximo dessas células varia de 5 a 10 pm e
longitudinalmente entre 20 a 200 um. Sao células de morfologia fusiformes,
contendo em sua estrutura filamentos protéicos de miosina e actina. Sendo menor o
conteudo de miosina e maior de actina, quando comparado ao musculo esquelético
(BORON e BOULPAEP, 2005).

O tecido muscular liso possui inervagao sensitiva e motora, provenientes
das fibras pds-ganglionares do sistema nervoso autbnomo, que respondem a
estimulos mecénicos e quimicos. Dentre as substancias quimicas que podem causar
estimulacdo do musculo liso vascular temos, a serotonina (RAMAGE e VILLALON,
2008), aldosterona (CACHOFEIRO et. al.,, 2008), oxido nitrico, adrenalina,
acetilcolina e outros (BOLTON, 1979; RANG et. al., 2004).

A musculatura lisa desses vasos possui mecanismo contratil semelhante

aos outros mauasculos, respondendo a estimulos eletromecéanicos e/ou
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farmacomecénicos. Sua contracdo € dependente do aumento do calcio
citoplasmatico, que pode ser originado do meio extracelular e/ou intracelular
(NILSSON, 1998).

Sao musculos que podem ser tdnicos, desenvolvendo um ténus basal
sustentado, como a aorta, ou fasicos, com variacbes da sua atividade elétrica,
apresentando uma atividade ritmica espontdnea, como a veia porta (PAIVA e
FARIAS, 2005).

No mausculo fasico, a atividade ritmica espontanea acredita-se ser
desenvolvida pela acdo de células intersticiais, que sdo semelhantes as células
intersticiais de Cajal do musculo liso do trato gastrintestinal (HARRUN et al., 2005).
Essa contracdo espontanea ritmica ocorreria através dos canais de calcio do tipo T.

No musculo liso vascular sdo identificados varios tipo de canais para
calcio, como os canais operados por voltagem (VOC), canais operados por receptor
(ROC) e canais catidbnicos ndo seletivos permeaveis ao célcio como o0s canais
operados por estoque (SOC), canais operados por estresse mecanico (SAC) e
canais ligados a ligantes, como o canal com o receptor purinérgicos P2X.

Em relacdo aos musculos vasculares fasicos, mais especificamente a veia
porta, a vasoconstricdo seria uma resposta secundaria obtida via segundo
mensageiro, que causariam a abertura principalmente de canais para CI
dependentes de célcio, causando a despolarizacéo e abertura dos canais para Ca**
voltagem dependentes do tipo L (BURT, 2003).

A veia porta é uma veia formada pela veia mesentérica superior e veia
esplénica. Em relacdo as outras veias, ela possui como diferenca a auséncia de
valvulas, podendo em situacfes especificas desenvolver um fluxo reverso. A veia
porta é responsavel por receber o sangue venoso proveniente de todo o intestino, do
baco, do pancreas e da vesicula biliar, direcionando esse fluxo para o figado
(MARTINELLI, 2004).

1.7 Canais de céalcio

O célcio é o elemento fundamental para que ocorra o funcionamento

normal dos sistemas organicos. Sendo primordial para a contragcdo do musculo liso.
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Os fons célcio quando associado & proteina calmodulina, forma o complexo Ca*? -
calmodulina, que ativa a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), permitido a
fosforilacdo da miosina de cadeia leve, levado a interacdo da miosina e da actina,
usando como energia a quebra do ATP (SOMLYO et al.,, 1999). Este evento é
possivel devido ao aumento da concentracdo de calcio no citoplasma do musculo
liso por meio de canais i6nicos presentes na membrana plasmatica e reticulo
sarcoplasmatico do musculo visceral, que sao ativados por despolarizacéo,
agonistas ou por estimulos mecanicos.

Os canais especificos para célcio podem ser operados por voltagem
(VOC) e canais para calcio operados por receptores de membrana (ROC). Além
desses canais proprios para calcio, existem canais catibnicos ndo seletivos
permedveis ao célcio, que permitem a passagem desses ions. Entre eles temos os
canais operados por estoque (SOC) ou entrada de Ca** capacitiva (CCE) (PUTNEY
e RIBEIRO, 2000), os canais ativados por estresse mecanico que sao chamados de
SAC e os canais operados por ligantes.

Os canais para calcio do tipo VOC sédo canais que sdo ativados pela
despolarizacao por meio de estimulos quimicos ou elétricos e os ROCs por ativacdo
de receptores através de alteracdes quimicas.

Os VOCs, de acordo com a sua propriedade eletrofisiologica e
farmacolégica pode pertencer a trés familias: canais sensiveis a diidropiridina (DHP)
ativados por alta voltagem (tipo-L, CaVi 1, CaV;z, CaVis CaVig) canais insensiveis
a diidropiridina ativados por alta voltagem (CaV,.1, CaV,,, CaV,3) e canais ativados
por baixa voltagem (tipo-T, CaVs1, CaVs,, CaVss) (ERTEL et al., 2000).

Os canais do tipo L ou canais sensiveis a DHP estdo presentes nos
musculos esqueléticos e lisos, sdo canais que sdo ativados por um potencial de
membrana mais positivo, quando ocorre uma forte despolarizacdo (CATTERALL,
1995), sendo um dos principais responsaveis pela contracdo 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 causa a despolarizacdo da membrana, como 0s
canais para Cl" dependentes de célcio e canais catidnicos néo seletivos. Os canais
para CI" dependentes de célcio sdo ativados pelo calcio liberado do reticulo

sarcoplasmatico via proteina G/IP3R, causando um efluxo de CI ativada por Ca**,



32

levando despolarizagdo da membrana e ativando com isso os canais para calcio tipo
L (SANDERS, 2001).

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,
neurdbnio motor e rim, o canal N, que esta presente no SNC e sistema nervoso
periférico (SNP) e o R presente no cérebro (ERTEL et al., 2000). S&o canais que sao
ativados por forte despolarizacdo e estdo relacionados principalmente com a
liberacdo de neurotransmissores.

Os canais do tipo T, sdo canais que séo ativados proximos 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 ROC, englobam os canais operados receptores
acoplados a proteina G, dentre eles os canais sensiveis ao IP3 (InsP3R) e os
sensiveis a rianodina (RyR), que estdo presentes no reticulo sarcoplasmaético, sendo
de fundamental importdncia para o mecanismo contratii do musculo liso
(McCARRON et al., 2004).

Os canais sensiveis IP3; sdo abertos através do aumento da concentracédo
de IP3 intracelular, que ocorre pela acdo da PLC mediante a quebra do PIP, pela
acdo da proteina G ou 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 foi identificado 3
isoformas dos canais para calcio com receptores para IP3; IP3R1, IP3R; e IP3R3
(FOSKETT et al., 2007).

Os canais para célcio do tipo RyR, sdo canais que sdo ativados por
correntes de calcio provenientes tanto do canais VOCs, quando dos canais para
calcio com receptores de IP; (WRAY et al., 2005). Sado canais onde correntes de
calcio ativam a liberacéo de calcio (CICR). Sua ativacdo contribui para o aumento da
concentracéo de calcio intracelular em alguns tipos de musculo liso. Assim como o0s
IPsR, foram identificados trés isoformas de RyR; a RyR; que esta presente no
musculo esquelético; a RyR; localizada no muasculo cardiaco e a RyR3 localizada na
artéria cerebral (WELLMAN e NELSON, 2003).
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Atualmente foi observado que os canais ativados por IP3; também sofrem
a acao do calcio. As concentracfes de calcio citosodlica, na presenca de IP3, podem
ativar ou inativar esses canais. Isso ocorre devido a existéncia nesses canais de
sitos de ligacbes de célcio, que dependendo da concentracdo de calcio no
citoplasma, podem aumentar ou diminuir a probabilidade de abertura do canal. A
acdo do célcio sobre esses canais vai depender da presenca e da concentracdo do
IP3 ligado ao receptor, sendo mais sensivel a inibicdo pelo célcio quando existe
baixa concentracdo de IP3 (< 100 nM). A inibicdo também ocorre quando o receptor
nao estiver ligado ao IP3 e quando mesmo ligado ao IP3 existir altas concentragbes
de calcio no citoplasma. O aumento da probabilidade de abertura desses canais pelo
Ca?* citoplasmatico, s6 ir4 ocorrer na presenca do IP; (CHALMERS et al., 2007).

Além dos canais especificos para calcio, existem outros canais sem
especificidade para o célcio, mas que permitem a passagem de célcio. Sdo eles os
canais cationicos nao seletivos (NSCC), que sédo canais que podem ser ativados por
agonista, por um estimulo mecéanico e por deplecdo dos estoques de calcio do
reticulo. S&o canais que ndo possuem seletividade por calcio. Quando ativados
podem contribuir com o aumento do calcio citosoélico, por permitir a passagem de
célcio ou de um cation, como o Na’, causando a despolarizagdo da membrana e
com isso a ativacéo dos canais tipo L. Os canais catidnicos que séo estimulados por
uma acado mecanica sdo chamados de mecanosensitivos ou canais operado por
estiramento (SAC) (GUIBERT et al., 2008). Um provavel efeito desses canais em
relagdo a ativacdo por um estimulo mecéanico, pode ser observado em musculo liso
vascular, quando ocorre a elevagao da pressao intravascular.

Em alguns musculos lisos existem canais catibnicos nao seletivos que sao
ativados por ATP. Esses canais estdo acoplados a receptores chamados de P2X,
gue sao ativados na presenca de ATP liberado junto a alguns neurotrassmisores
(GEVER et al., 2006). Os receptores do tipo potencial transiente também podem
estar envolvidos com os canais catidnicos ndo seletivos.

Os canais operados por estoques (SOC) sao canais presentes na
membrana plasmatica, que sdo ativados pela deplecdo dos estoques de calcio do
reticulo sarcoplasmatico, possibilitando a recarga dos estoques de calcio do reticulo
(McFADZEAN e GIBSON, 2002).

Os mecanismos de ativacdo desse tipo de canal ainda n&o estao

totalmente desvendados, mas existem duas hipdteses para sua acédo. Nos midcitos
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da aorta, a acado desse canal pode ocorrer pela liberacdo do RS, quando ocorre
deplecdo dos seus estoques, de um fator de influxo de calcio (CIF), que vai agir
sobre os SOCs. A outra hipétese foi observada nas células musculares da veia
porta, onde pela deplecdo dos estoques do RS, ocorreria uma via onde a proteina
quinase C (PKC), causaria a fosforilagdo de uma proteina celular. Ainda ndo se
sabe qual proteina é fosforilada pelo o PKC. Também néo estd elucidado se a
quinase vai agir diretamente sobre a proteina do canal ou sobre um intermediario
levado a abertura dos SOCs, (ALBERT e LARGE, 2003).

Provavelmente os SOCs, ndo tém somente o papel de recarregar 0s
estoques de Ca?* do RS, mas tenham participacdo da contracdo sustentada, que
pode ocorrer diretamente pelo influxo de Ca?* dos SOCs ou pela estimulacdo
indireta, por despolarizacdo e abertura dos canais VOC. Possivelmente o receptor
envolvido com os canais do tipo SOC, sdo os receptores de potencial transiente
(TRP) do tipo TRP,, TRP4 e TRPs. Esse tipo de receptor foi inicialmente achado em
fotorreceptores de Drosophila, tendo um papel fundamental na entrada de calcio
operada por estoque (BEECH et al., 2004).

1.8 Semelhancas e diferencas entre os musculos liso do ileo, bexiga e veia

porta em relagcdo aos canais para calcio.

O musculo liso do ileo, da bexiga e veia porta possuem diferencas e
semelhancas entre si. Em relacdo a semelhanca, a que mais se destaca é a
classificacdo desses musculos, em musculo fasico. Por serem musculos fasicos
esses trés tipos de musculo apresentam atividade espontanea, com ciclos de
contracdo seguindo por relaxamento (MIKKELSEN, 1985; SANDERS et al., 2004,
ANDERSSON e ARNER, 2004).

O provavel responsavel por tal atividade sédo células especializadas que
possuem caracteristicas tanto de musculo liso, como de fibroblastos, estando
localizadas em contato com o mausculo liso de cada estrutura. Estas células sao
denominadas de células intersticiais, e foram primeiro identificadas no trato

gastrointestinal, onde receberam o nome de células intersticiais de Cajal. Na bexiga
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(VAN DER AA et al., 2004) e veia porta (HARHUN et al., 2005) a localizacdo dessas
células é mais recente.

Uma das hipéteses da acdo dessas estruturas nos trés tipos de musculo
para causar a motilidade espontanea € através da abertura de canais para calcio do
tipo T, que permite um influxo de calcio, causando a motilidade espontanea (FRY et
al., 2006; CRIBBS, 2006). Além da provavel participacdo dos canais para calcio tipo
T, também existe a hipotese da existéncia de outros canais na geracdo e
propagacdo dessa atividade nos trés tipos de musculos lisos, que sdo os canais
para célcio tipo L e canais para cloreto ativados por célcio.

Nos trés tipos de musculo é observada a presenca de canais para célcio
do tipo sensiveis a diidropiridina (canais para calcio do tipo L) e canais para calcio
insensiveis a diindropiridina (canais de calcio do tipo T) (BOLTON et al., 1999;
ZHONG et al., 1999; SUI et al., 2003). Além desses canais especificos para calcio
ainda existe a presenca de canais que permitem a passagem de calcio, mas ndo tem
especificidade para esses ions, que sdo 0s canais catibnicos ndo seletivos
(THORNELOE e NELSON, 2004; ALBERT et al., 2007). Nesse trés tipos de musculo
liso existe outros tipos de canais para ions, que ndo sdo permeaveis ao calcio, que
sdo 0s canais para cloreto ativados por célcio e canais para potassio ativados por
calcio (ANDERSSON e ARNER, 2004; NILSSON, 1998; VOGALIS et al., 1998).

Nos trés tipos de musculo liso é possivel também identificar a presenca
de receptores purinergicos ativados por ATP do tipo P2X (GEVER et al., 2006).
Tanto o ileo como a bexiga e a veia porta exibem canais para calcio do tipo SOC e
canais do tipo SAC. Os trés tipos de musculo liso emitem pequenas liberacdes
espontaneas de calcio, que quando provenientes do IP3R sdo chamados de puffs
(PARKER e YAO, 1991) e dos RyR séao os sparks (JAGGAR et al., 2000).

Uma das diferencas existentes entre esses musculos lisos fasicos, esta
na via de Ca®" predominante para o aumento da concentracdo de célcio citosélico
responsavel pela contracdo, podendo ser proveniente do meio extracelular e/ou
proveniente do meio intracelular dos estoques do reticulo sarcoplasmatico.

Na veia porta, a predominancia do célcio para a contracdo é oriundo do
meio extracelular, que entra na célula principalmente por meio dos canais para calcio
do tipo L (KAMISHINA e McCARRON, 1996). Nesse musculo liso, a estimulacdo por
agonista ligado a proteina G, causa a estimulagdo da liberacdo dos estoques

intracelulares de calcio por receptores de IP3, o calcio liberado estimula a abertura
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dos canais para cloreto dependentes de calcio que causam a despolarizacédo e a
abertura dos canais tipo L, causando a contragdo. Além das correntes de cloreto
dependentes de calcio, foi observado em veia porta de coelhos, que alguns
agonistas, como a norepinefrina, podem ativar correntes catidnicas nao seletivas e
correntes de potédssio ativados por célcio, sendo a primeira responsavel pela
despolarizacdo e a segunda pela limitacdo da despolarizacdo (BYRNE e LARGE,
1988).

O musculo liso da veia porta apresenta uma fase fasica da contracdo, que
€ em maior parte dependente dos estoques intracelulares, pouco proeminente em
relagdo aos outros musculos fasicos. Sua contracdo tonica, ao contrario da fasica, é
bem desenvolvida. Na contracdo fasica, os canais para célcio do tipo VOCs terdo
acao primordial de recarregar os estoques intracelulares. A liberacdo de calcio
induzida por calcio (CICR) em veia porta parece ser pouco representativa ou até
mesmo ausente, tendo pouca contribuicdo no aumento do célcio induzido por
despolarizacdo (KAMISHINA e McCARRON, 1996).

Na bexiga, o célcio responsavel pela contracdo, é originado quase que
totalmente dos estoques intracelulares do reticulo sarcoplasmatico, que s&o
liberados pelos receptores do tipo RyR e IP3R. Os canais do tipo L nesse tipo de
musculo parecem ter a funcdo de recarregar os estoques intracelulares de célcio
(WU et al.,2002).

Em bexiga humana, foi observado que a estimulacdo por agonista
colinérgicos causa quase que exclusivamente a liberacdo do calcio dos estoques
intracelulares, com pouco ou nenhuma alteracdo do potencial de membrana,
causando a estimulacdo dos receptores IP; e estimulando os RyR por CICR. O
mecanismo CICRs que ocorre ativando os canais RYR por meio da ativacdo dos
VOCs é mais importante no musculo liso de bexiga (HOTTA et al., 2007) que em
veia porta (KAMISHINA e McCARRON, 1996).

Durante a contracdo do musculo liso de bexiga é observado que a fase
fasica da contracdo é bem mais desenvolvida que a tdnica, o que pode ser
provavelmente explicado pela maior dependéncia do calcio intracelular que o
extracelular.

No ileo, a dependéncia dos estoques de calcio extracelular e do calcio
intracelular ocorre de maneira sinérgica, com a participacdo tanto do célcio

intracelular como do extracelular durante a contracdo. Quando ocorre a contracao do
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musculo liso do ileo por um agonista muscarinico ocorre a estimulacéo, via proteina
G, da liberacdo do calcio intracelular com ativacdo dos canais catibnicos nao
seletivos, com predominancia da passagem dos ions Na' e despolarizacdo da
membrana, causando a abertura dos VOCs do tipo L e influxo do célcio extracelular
(ZHOLOS, 2006).

Nesse caso 0s canais do tipo L sdo necesséarios para a contracao
sustentada. Essa contribuicdo dos canais do tipo L na contracdo do musculo liso do
ileo pode ser observada pela inducdo da contragdo por agonistas muscarinico na
presenca de blogueadores dos canais do tipo L ou na auséncia do célcio
extracelular, onde é observada uma reduc¢do da contracao. Outros canais, cOmo 0s
de cloreto e os de K* podem também ser abertos e contribuir para a despolarizacio
e ativacao dos canais do tipo L (SANDERS, 2008).

O ileo apresenta as duas fases da contracdo equivalentes, sem o
predominio de uma sobre a outra, mostrando a possivel dependéncia tanto do célcio
intracelular como do extracelular para a contracdo. Quando se blogueia a liberacéo
do calcio dos estoques intracelulares é observada uma reducdo de até 73% da

contracao fasica induzida por agonista muscarinico (GORDIENKO et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

¢ Analisar os efeitos farmacoldgicos do 0leo essencial de Croton argyrophylloides
Muell. Arg e de seu constituinte B-cariofileno (B-CAR) em musculo liso do veia

porta, ileo e bexiga de rato.

2.2 Especifico

e Determinar a acdo farmacologica do OECa e do seu constituinte p-CAR,
caracterizando seu efeito sobre a atividade contratil no musculo liso de veia porta,
ileo e bexiga.

¢ Investigar o mecanismo de ac¢do farmacol6gica do OECa e do seu constituinte 3-
CAR nos parametros contrateis do acoplamento farmacomecanico e
eletromecanico da contragcdo muscular lisa de veia porta, ileo e bexiga.

e Verificar a existe de especificidade do OECa e do seu constituinte p-CAR em
relacdo ao musculo liso de veia porta, ileo e bexiga.

e Obervar o efeito do OECa e do seu constituinte B-CAR na liberacdo dos estoques

de calcio do meio intracelular e extracelular nos trés tecidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sais e farmacos

Os sais que foram usados no preparo das solucdes fisiologicas possuiam
grau de pureza analitica, obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (ST.
Louis, Missouri, USA), Merck (Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ,
BR). Sendo a concentracdo expressas em milimol/litro (mM/L) ou micromol/Litro
(LM/L).

Foram utilizadas as seguintes substancias: cloridrato de acetilcolina
(ACh), polyoxyethylenesorbitan tristearate ou Tween 80 (TW) e &cido etileno-bis (-
amino-etil-éter)-N, N, N, N-tetracético (EGTA).

3.2 Oleo Essencial de Croton argyrophylloides Muell. Arg. (OECa)

O estudo foi feito com 6leo essencial proveniente de uma amostra de
Croton argyrophylloides Muell. Arg. originada da cidade de Vicosa do Ceara,
coletada no em abril de 2005. O éleo essencial de Croton argyrophylloides Muell.
Arg foi obtido das folhas através de método de hidrodestilagdo, no Departamento de
Quimica e Fisica da Universidade Estadual do Ceara.

A classificacdo botanica da planta foi confirmada pelo Dr. Afranio
Fernandes, e uma amostra desta espécie consta do acervo do Herbario Prisco
Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

A composicdo quimica do OECa foi determinada no parque de
desenvolvimento tecnoldgico (PADETEC) da Universidade Federal do Ceara,
através do método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/ MS, Hewllet-Packard 5971) onde foram observados os seguintes constituintes
majoritario: 26,65% de espatulenol, 13,13% de oxido B-cariofileno, 12,15% de B-

elemene, 10,94% de 3-cariofileno e 5,16% de germacrene B e outros (tabela 1).
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TABELA 1 - composicao do 6leo essencial do Croton argyrophylliodes Muell. Arg. listados por ordem
de saida na coluna ndo polar do cromatografo de gas.

CONSTITUINTES %
a- Pineno 2,43
Sabineno 2,29
1,8-cineol 4,31
B- Elemene 12,15
B- cariofileno 10,94
Aromadendreno 2,30
a- humuleno 2,56
Allo- aromadendreno 3,41
B- selineno 2,83
Germacrene B 5,16
Espatulenol 26,65
Oxido - cariofileno 13,13
Outros constituintes ndo 13,84
identificados

TOTAL 100

Fonte: Amostra coletada em vigosa do Ceara em Abril de 2005.

3.3 Solugdes

Foi utilizada como solucao nutritiva Tyrode modificado (TM) contendo em
mM: NaCl 136,0; KCI 5,0; MgCl, 0,98; CacCl, 2,0; NaH,PO, 0,36; NaHCO3; 11,9 e
glicose 5,5 com pH ajustado para 7,4. A solucdo de Tween (TW) 80 a 1% sera obtida
pela diluicdo de TW diretamente em TM.

O OECa foi utilizado a partir de solu¢des estoques, feitas com a diluicéo
do 6leo em TM em alguns protocolos e em outros diluindo em solucdo de TM e TW,
seguido de agitacao manual.

A solucgéo zero célcio foi preparada com a omissdo de CaCl, da solucéo
de TM e adicdo de 0,2 mM de EGTA
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3.4 Animais e preparacao dos tecidos

Os animais utilizados foram ratos Wistar (machos), com peso entre 200 g
a 250 g, oriundos do biotério central da Universidade Federal do Cear4 e mantidos
na Universidade Estadual do Ceara, permanecendo em gaiolas com agua e ragao
ad libidum, e aclimatizados com ciclos naturais dia / noite.

A manipulacdo dos animais seguiu as normas de manipulacdo de animais
de laboratério determinadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo os protocolos passado pela aprovagdo do Comité de Etica da
Universidade Estadual do Ceara com o n° 08439490-0.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e logo apds
pesados. Foi entdo feita uma incisdo cirdrgica longitudinal da pele na face ventral da
regido abdominal. Apds isso foi removido, por dissecacéo, tiras do ileo, bexiga e
veia porta. A veia porta, antes de ser retirada do rato, foi amarrada com fio de
algodao. Os tecidos foram transferidos rapidamente para uma placa de Petri
contendo solucéo fisiologica de Tyrode com pH de 7,4, onde foi feita a preparacao e
a limpeza do tecido para montagem. O estudo foi realizado no musculo liso
longitudinal do ileo, bexiga e veia porta.

As amostras tanto do ileo como da bexiga e veia porta, foram montadas,
cada uma por vez, em camaras de perfusdo contendo 5 ml da solucdo nutritiva de
Tyrode, aerado por borbulhamento de ar atmosférico, com temperatura de 37°C e
pH de 7,4, permanecendo por um periodo de estabilizacdo de 1 hora antes de iniciar
os protocolos. A forca de contracdo foi mensurada por transdutor de forca (Grass,
Modelo FT03), sendo uma extremidade conectada ao transdutor e a outra a uma
base fixa, por meio de fio de algodao. O transdutor acoplado a um pré-amplificador
(DATAQ modelo PM 100), e este conectado na entrada de uma placa conversora
analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada em um computador IBM Pentium, sendo
os dados convertidos em tragados e armazenados em arquivos através do software
Windaq versao 1,65 (DATAQ Instrumentos, Inc. USA) para analise posterior (figura
4). Os experimentos foram realizados de forma a sempre existirem preparacdes
controles e experimentais, que foram submetidas aos mesmos protocolos e

situacgoes.
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FIGURA 4 - Representacdo esquemética do sistema utilizado para registro das contracdes: 1)
transdutor de for¢ca (Grass, modelo FT 03), 2) Bomba de oxigenacéo, 3) Amplificador (DATAQ,
modelo PM 1000), 4) Sistema Windag DI-200, 5) Banho de circulagdo, 6) Cuba 5 ml, 7) Haste fixa, 8)
Coletor

Fonte: JUCA, 2007.

3.5 Protocolos experimentais

Para todos os tecidos (veia porta, ileo e bexiga) utilizados, foram
realizadas curvas concentracdo-resposta, usando concentracées de 1ug/ml, 3 pg/mi,
10 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml, 300 pg/ml, 600 pg/ml e 1000 pg/ml, para determinar
os efeitos do OECa e do B-CAR. Em alguns protocolos, a concentracao final foi até
1300 pg/ml. As curvas foram obtidas pela exposicdo dos tecidos a concentracdes
crescentes, cumulativas ou ndo, adicionadas ao banho, por periodo suficiente para
formacdo de um platd da resposta. Em todos os experimentos foram testada a
viabilidade da preparacédo, através de uma contracéao inicial obtida pela adicao de 60
mM de KCI.

O grupo experimental recebeu o tratamento com OECa e B-CAR, e 0
controle apenas o veiculo nas mesmas concentracbes presentes nas solucdes de
OECa e do B-CAR. O veiculo que foi utilizado nos grupos controle, foi a solucéo

fisiolégica contendo Tween (TW) 80.
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Com o objetivo de avaliar o efeito do OECa e do B-CAR em um
determinado parédmetro seguiu-se, sempre que possivel, o protocolo de colher o
valor do parametro no controle (controle inicial), depois em presenca do Oleo e
constituinte, e apds a lavagem deste, em intervalos regulares, até a recuperacao

(controle posterior).

3.5.1 Protocolos para musculo liso do ileo, bexiga e veia porta.

3.5.1.1 Efeito do OECa ou B-cariofileno sobre a contracdo submaximal induzida por

K* em musculo liso do ileo, bexiga e veia porta (protocolo 1).

Este protocolo foi realizado com a finalidade de observar o efeito do
OECa ou B-cariofileno na contracdo do muasculo liso que ocorre pelo acomplamento
eletromecanico. Inicialmente foi realizada, uma curva concentracdo-dose-resposta
para a obtencdo da concentracdo de K que promoveu uma contragdo submaximal
(=70 a 80 % da contracdo maxima obtida) em musculo liso. Essa concentracdo foi
utilizada para induzir a contragdo no musculo liso e tomada como controle inicial do
experimento. Diferentes concentracfes de OECa ou B-cariofileno foram adicionadas
ao banho, de forma ndo cumulativa, por um periodo de 5 minutos, e em seguida, na
presenca de uma dada concentracdo do OECa ou do B-cariofileno, a mesma
concentracédo de KCI que promoveu contracdo submaximal foi adicionada ao banho
(figura 5). As amplitudes dessas contracdes foram medidas e comparadas com

aguelas do controle.

J l ! l ! J l1 l
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+ ODECa eTCl (1-1000 pg/ml)

FIGURA 5 - representagdo esquematica do protocolo 1.
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3.5.1.2 Efeito do OECa ou (-cariofileno sobre a contragdo submaximal induzida por
acetilcolina (ACh) em musculo liso do ileo, bexiga e veia porta (protocolo 2).

Com a finalidade de investigar o efeito do OECa ou [3-cariofileno sobre a o
acoplamento farmacomecanico, foi induzido uma contragdo submaximal obtida pela
exposicdo do tecido a ACh. O protocolo foi iniciado com a determinacdo da
concentracdo de ACh que induziu a contracdo submaximal que corresponde a
aproximadamente 70 a 80 % da contracdo méaxima obtida, sendo esta contracédo
utilizada como controle. O OECa ou [(-cariofileno foi adicionado ao banho em
concentracbes crescentes e ndo cumulativas, 5 minutos antes da adicdo da
concentracdo de ACh que produziu contracdo submaximal. No grupo controle foi
adicionado apenas o veiculo. A resposta foi quantificada e comparada a resposta

controle (figura 6).
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FIGURA 6 - representagdo esquematica do protocolo 2.

3.5.1.3 Efeito do OECa ou B-cariofileno sobre as contracdes induzidas por Ca** em
musculo liso do ileo, bexiga e veia porta despolarizado com 60 mM de K* (protocolo
3).

Este protocolo foi utilizado para determinar o possivel efeito do OECa e
do B-cariofileno na contragédo induzida por Ca’". Apos verificar a responsividade do

tecido pela inducdo de uma contragdo por 60 mM de K*, o musculo liso foi mantido
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em uma solucéo de Tyrode com K" alto (60mM) sem CaCl, e contendo um agente
quelante de Ca®*, o EGTA (0,2 mM), para assegurar um meio com o minimo de Ca**
possivel (CUTHBERT et al, 1994). Em seguida foi realizada uma curva
concentracdo-efeito ao calcio pela adicdo de concentracbes crescentes e
cumulativas de CacCl, (0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM). Esta curva foi tomada como
controle inicial. A preparacdo entdo foi novamente lavada com Tyrode com K" alto
sem Ca** e com EGTA, onde uma nova curva concentracdo-efeito para o Ca** foi
realizada, na presenca de 300ug/ml de OECa ou 100ug/ml de B-cariofileno. Ao final,
o tecido foi recuperado por lavagens sucessivas com Tyrode por 60 minutos, e
repetida a curva concentracdo-efeito para o Ca?* em tyrode com K" alto contendo
EGTA (controle posterior). As curvas concentracao-efeito obtidas em presenca de
OECa ou B-cariofileno foram quantificadas e comparadas com a curva controle

(inicial)(figura 7).
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FIGURA 7 - representagdo esquematica do protocolo 3.

3.5.1.4 Efeito do OECa ou B-cariofileno sobre as contragfes induzidas por Ca®* em
meio 0Ca?*, em musculo liso de fleo, veia porta e bexiga pré-tratado com acetilcolina

(ACh) na presenca de verapamil (protocolo 4).

Para investigar o efeito do OECa ou B-cariofileno sobre canais para Ca?*
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operados por receptor (ROC) de membrana plasméatica, realizamos o protocolo
descrito abaixo. Utilizamos o verapamil (1uM), um bloqueador de canal de célcio
voltagem dependente, para garantir a ndo participacdo desses canais nos eventos
contrateis. Apos testar a responsividade do tecido com 60 mM de K*, a preparagdo
foi lavada com Tyrode sem Ca®" contendo EGTA (0,2 mM), e verapamil (1 pM).
Imediatamente apos a adicdo de ACh (10 uM), foi realizada uma curva concentragéo-
efeito pela adicdo de CaCl, nas seguintes concentracdes: 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM,
constituindo o controle inicial. A seguir a preparacdo foi novamente lavada com
Tyrode sem Ca* e contendo EGTA (0,2 mM), além de verapamil (1 pM).
Imediatamente apés adicdo de ACh (10puM) a curva concentracéo-efeito para o Ca?*
foi repetida na presenca de 300 pg/ml de OECa ou 100 pg/ml de B-cariofileno. As
contracdes obtidas em presenca do OECa ou B-cariofileno foram quantificadas e

comparadas ao controle inicial (figura 8).
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cacl, (0,1-0,3-1-3-10-20) mM g

FIGURA 8 - representacdo esquemaética do protocolo 4.

3.5.1.5 Efeito do OECa ou [B-cariofileno sobre as contra¢des induzidas por Ba®" em
meio 0Ca?*, em musculo liso de ileo, veia porta e bexiga pré-tratado com 60 mM de

K" (protocolo 5).

O protocolo foi realizado para investigar acdo do OECa e do B-cariofileno
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sobre os estoques de calcio provenientes do meio extracelular necesséarios para a
contracao. Apos verificar a responsividade do tecido pela indu¢cdo de uma contragédo
por 60 mM de K*, o musculo liso intestinal foi mantido em uma solugdo de Tyrode
com K* alto (60mM), 0Ca** e contendo um agente quelante de Ca®*, o EGTA (0,2
mM), para assegurar um meio sem Ca** (CUTHBERT et al, 1994). Em seguida a foi
realizada uma curva concentracdo-efeito ao béario pela adicdo de concentracdes
crescentes e cumulativas de BaCl, (0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM). Esta curva foi
tomada como controle inicial. A preparacdo entdo foi novamente lavada com Tyrode
com K* alto sem Ca?* e contendo EGTA, onde uma nova curva concentracéo-efeito
para o Ba®" foi realizada, na presenca de 300 pg/ml de OECa ou 100 pg/ml de B-
cariofileno. Ao final, o tecido foi recuperado por lavagens sucessivas com Tyrode por
60 minutos, e repetida a curva concentracéo-efeito para o Ba** em tyrode com K*
alto sem CaCl, contendo EGTA (controle posterior). As curvas concentracao-efeito
obtidas em presenca de OECa ou [(-cariofileno foram quantificadas e comparadas

com a curva controle (inicial)(figura 9).
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FIGURA 9 - representacdo esquemaética do protocolo 5.

3.5.1.6 Efeito do OECa ou pB-cariofileno sobre as contracdes induzidas por
acetilcolina, em meio 0Ca?* mais EGTA em musculo liso de ileo, veia porta e bexiga

(protocolo 6).

O protocolo foi realizado para investigar acdo do OECa e do B-cariofileno
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sobre os estoques de calcio provenientes do meio intracelular necessarios para a
contracao. Inicialmente, foi testada a viabilidade da preparagcdo com uma contracéo
induzida por 60 mM de k*. Em seguida, o tecido foi lavado com tyrode 0Ca?* mais
EGTA (0,2 mM). Imediatamente apds foi induzida contracdo maxima por ACh
(60uM), que foi utilizada como controle inicial. O tecido foi novamente lavado com
tyrode normal, e contraido por 60 mM de k*. Em seguida, foi feita nova lavagem com
tyrode 0Ca®" mais EGTA. A concetracdo do OECa de 300 ug/ml ou 100 pg/ml de B-
cariofileno, ou ainda veiculo, foi adicionado ao banho, e outra contracdo com ACh foi
induzida. As alteracdes na contracao induzida por ACh na presenca do OECa ou [3-

cariofileno, ou ainda veiculo, foram comparadas com o controle inicial (figura 10).
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FIGURA 10 - representagdo esquematica do protocolo 6.
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4 ANALISE ESTATISTICA

A apresentacdo dos resultados foi como média + E.P.M. (n), onde E.P.M é
0 erro padrdo da média e “n” o numero de experimentos. Os resultados para serem
considerados significativos, apresentaram probabilidades de ocorréncia da hipotese
nula menor que 5% p < 0,05. Os graficos foram produzidos por meio do software
Sigma Plot 10. Sendo utilizado o teste ANOVA seguido de um teste de comparacao
multipla conforme seja necessario. Os calculos de IC50 ou EC50 foram feitos por
interpolacdo semilogaritmica, sendo considerado como a concentracdo de
substancia capaz de produzir 50% de sua inibicdo ou de seu efeito maximo,

calculado individualmente para cada experimento.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do OECa sobre a contragdo submaximal induzida por K" em musculo
liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

5.1.1 Efeito do OECa no componente fasico da contracdo induzida por K* em
musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

Em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentragéo de K* capaz
de causar uma contracdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo efeito,
foi de 60 mM de K * para o ileo e veia porta, e 50 mM de K para bexiga. Essa
concentracdo foi capaz de causar uma contracao fasica, que teve como amplitude
média 0,388 + 0,024 g, 1,728 £ 0,063 g e 1,127 + 0,069 g, respectivamente para veia
porta, ileo e bexiga. O OECa foi capaz de promover o bloqueio da contracdo nos trés
tecidos, como pode ser visto na figura 11, de forma dependente da concentracao.

Esse efeito foi estatisticamente significante (p<0, 001, ANOVA seguido de
t-test) a parti das concentracdes de 10 pg/ml, 30 pg/ml e 300 pug/ml respectivamente
em veia porta, ileo e bexiga. O OECa na concentracdo de 1000 ug/ml bloqueou
totalmente a contracdo em veia porta e reduziu para 2,30 £ 0,76%, e 4,92 + 0,80%
respectivamente em ileo e bexiga, a contracdo em relacdo ao controle (n=6). A Clsg
na presenca do OECa para cada tecido foi de 19,21 + 1,65 pg/ml, 104,27 + 8,19
ug/ml e 343,54 + 11,71 ug/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Como
pode ser observado, o OECa foi mais potente em bloquear a contracdo na veia porta
do que nos outros tecidos, apresentando diferencas significativa entre as ECsy do
OECa nos trés tecidos ( One way ANOVA com p < 0,001).
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FIGURA 11 - Efeito do OECa sobre a contracéo fasica submaximal induzida por K em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga) Tracado representativo

mostrando o bloqueio das contracdes induzidas por K. ¥ |ndica 0 momento da aplicacdo de uma

dada concentragdo do OECa,; T |ndica o momento da aplicacdo do agente contraturante. b.1 (veia
porta), b.2 (ileo) e b.3 (bexiga) Representacdo grafica mostrando a curva concentracdo efeito do
OECa sobre a contracéo fasica submaximal induzida por 60mM de K* em musculo liso de veia porta,
ileo e bexiga de rato. Cada ponto representa a média do % da contragdo em relagdo a resposta
contrétil controle induzida pela concetracdo submaximal de K'e as barras verticais o EPM, “n”
expressa 0 numero de experimentos. (*) e (**) representa a diferenca estatistica significante em
relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.1.2 Efeito do OECa no componente tonica da contragdo induzida por K em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga.

Em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentragéo de K* capaz
de causar uma contracdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo efeito,
foi de 60mM de K * para o ileo e veia porta, e 50mM de K* para bexiga. Essa
concentracdo foi capaz de causar uma contracao tbénica, que teve como amplitude
média 0,175 + 0,022 g, 0,662 + 0,031 g e 0,313 + 0,051 g, respectivamente para veia
porta, ileo e bexiga. Assim como observado na contragcdo fasica, o OECa foi capaz
de promover o bloqueio da contracdo nos trés tecidos, como pode ser visto nas
figuras 12, de forma dependente da concentracdo. Esse efeito foi estatisticamente
significante (p<0,05, ANOVA seguido de t-test) a parti das concentracdes de 30
pug/ml, 10 pg/ml e 3 pg/ml respectivamente em veia porta, ileo e bexiga.

O OECa na concentracdao de 600 ug/ml foi capaz de bloquear totalmente
a contracdo do ileo. Em relacdo a veia porta e bexiga, nessa mesma concentracao,
ocorreu uma reducao respectivamente para 1,21 + 0,81 % e 4,16 + 2,63 % da
contracao em relacéo ao controle (n=6). A ECsy na presenca do OECa foi de 7,81 +
2,02 pg/ml, 29,99 + 8,44 pg/ml e 92,50 + 11,71 pg/ml, respectivamente em veia
porta, ileo e bexiga. Ocorreu diferencas significativa entre as ECso do OECa nos trés
tecidos (One Way ANOVA com p < 0,001).
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FIGURA 12 - Efeito do OECa sobre a contrac&o tonica submaximal induzida por K* em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a (veia porta), b (ileo) e ¢ (bexiga) Representacdo grafica
mostrando a curva concentracéo efeito do OECa sobre a contracdo tbnica submaximal induzida por
60mM de K" em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato. Cada ponto representa a média do
% da contracdo em relacdo a resposta contratil controle induzida pela concentracdo submaximal de
K'e as barras verticais o EPM, “n” expressa o nimero de experimentos. (*) e (**) representa a
diferenca estatistica significante em relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente
(ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.1.3 Comparacéo do efeito do OECa sobre a contragdo fasica e tdnica induzida

pela concentracdo submaximal de K™ em veia porta, ileo e bexiga de rato.

Nas figuras 13 podemos comparar o efeito do OECa sobre a contracao
fasica vesus a tonica induzida pela a concentracdo de K* capaz de causar uma
contracdo submaximal nos trés tecidos. Como pode ser observado, em veia porta e
bexiga, ndo ocorreu diferencas significativas em relacdo a contracéo fasica e tonica.
Foi possivel observar diferencas significativas entre as ECsp do OECa nos trés
tecidos (ANOVA seguido de t-test com p<0,001).
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FIGURA 13 - Comparacdo do efeito do OECa sobre a contracdo fasica e tbnica induzida pela
concentracdo submaximal de 60mM de K™ em veia porta, ileo e bexiga. a (veia porta), b (bexiga) e ¢
(ileo) Representacé@o grafica mostrando a curva concentragdo efeito do OECa sobre a contracdo
fasica e tdnica submaximal induzida por K* em musculo liso de veia porta de rato. Cada ponto
representa a média do % da contracdo em relacdo a resposta contratil controle induzida pela
concentracdo submaximal de K'e as barras verticais o0 EPM. (*) representa a diferenca estatistica

significante em relagdo ao controle para p< 0,05, respectivamente (ANOVA seguido do teste Holm-
Sidak).
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5.2 Efeito do B-CAR sobre a contragdo submaximal induzida por K* em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

5.2.1 Efeto do B-CAR no componente fasico da contragdo induzida por K* em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga.

Em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentracéo de K* capaz
de causar uma contracdo submaximal, obtida apds uma curva concentracao efeito,
foi de 60mM de K * para o ileo e veia porta, e 50mM de K* para bexiga. Essa
concentracdo foi capaz de causar uma contracao fasica, que teve como amplitude
média 0,247 + 0,030 g, 1,133 + 291,18 g e 1,320 + 141,28 g, respectivamente para
veia porta, ileo e bexiga. O efeito do B-CAR sobre a contracdo fasica nos trés
tecidos pode ser observado nas figuras 14. Esse efeito foi estatisticamente
significante (p<0, 001 e p<0,05, ANOVA seguido de t-test) a partir da concentracéo
de 10 pg/ml em veia porta e ileo e de 30 pg/ml em bexiga. O B-CAR na
concentracdo de 1000 ug/ml reduziu para 15,58 + 4,72% e para 12,14 + 2,36%
respectivamente em veia porta e bexiga a contragdo em relacdo ao controle (n=6).
Em ileo, com a concentracdo de 600 ug/ml, a contracdo foi reduzida para 1,38 +
0,30 da contracdo em relacédo ao controle (n=6). A ECso do B-CAR para cada tecido
foi de 92,64 £+ 5,34 pg/ml, 1557 + 6,38 pg/ml e 214,93 + 11,06 pg/mi,
respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Comparando as ECsg nos trés tecidos,
foi observado diferencas significativa (ANOVA seguido de t-test com p<0,001).
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FIGURA 14 - Efeito do B-CAR sobre a contracgéo fasica submaximal induzida por K" em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga) Tracado representativo

mostrando o bloqueio das contracdes induzidas por K. ¥ |ndica 0 momento da aplicacédo de uma

dada concentracdo do B-CAR; T |ndica 0 momento da aplicacdo do agente contraturante. b.1 (veia
porta), b.2 (ileo) e b.3 (bexiga) Representacé@o grafica mostrando a curva concentragéo efeito do (-
CAR sobre a contracéo fasica submaximal induzida por 60mM de K" em musculo liso de veia porta,
ileo e bexiga de rato. Cada ponto representa a média do % da contracdo em relacdo a resposta
contrétil controle induzida pela concetracdo submaximal de K'e as barras verticais o EPM, “n”
expressa 0 numero de experimentos. (*) e (**) representa a diferenga estatistica significante em
relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.2.2 Efeito do B-CAR no componente tdnica da contragdo indzuida por K* em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga

Em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentragéo de K* capaz
de causar uma contracdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo efeito,
foi de 60 mM de K * para o ileo e veia porta, e 50mM de K* para bexiga. Essa
concentracdo foi capaz de causar uma contracdo tonica, que teve como amplitude
média 0,137 + 0,035 g, 0,239 £ 0,073 g e 0,542 + 0,067 g, respectivamente para veia
porta, ileo e bexiga. Na figuras 15 podemos observar a acdo do B-CAR sobre a
contracdo induzida por K* em veia porta, ileo e bexiga respectivamente. O B-CAR
mostrou um bloqueio estatisticamente significante (p<0,05, ANOVA seguido de t-
test) a partir da concentracdo de 10 pg/ml em veia porta e ileo, e 100 pg/ml em
bexiga. A ECsy para cada tecido foi de 24,76 + 9,63 pg/ml, 12,54 + 1,43 pg/ml e
181,19 * 6,66 pg/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Foi encontrada
diferencas da ECsp entre a bexiga e veia porta, e bexiga e ileo ( One Way ANOVA
com p<0,001).
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FIGURA 15 - Efeito do B-CAR sobre a contragdo ténica submaximal induzida por K* em musculo liso
de veia porta de rato, ileo e bexiga. a (veia porta), b (ileo) e c (bexiga) Representacédo gréfica
mostrando a curva concentracao efeito do B-CAR sobre a contracdo tbnica submaximal induzida por
60 mM de K' em mdasculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a média do % da
contracdo em relac&o a resposta contratil controle induzida pela concentracdo submaximal de K'e as
barras verticais o0 EPM, “n” expressa o niumero de experimentos. (*) e (**) representa a diferenca
estatistica significante em relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).

5.2.3 Comparacéo do efeito do B-CAR sobre a contracéo fasica e tbnica submaximal

induzida pela concentracdo de K* em veia porta, ileo e bexiga de rato.

Na figura 16 podemos comparar o efeito do B-CAR sobre a contracdo
fasica vesus a tOnica induzida pela a concentracdo de K capaz de causar uma
contracdo submaximal nos trés tecidos. Como pode ser observado nas figuras, néo
ocorreu diferengas significativas em relacdo a ECsy na fase fasica e tbnica da

contracao nos trés tecidos (ANOVA seguido de t-test com p<0,05 e p<0,001).
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FIGURA 16 - Comparacéo do efeito do B-CAR sobre a contragdo submaximal fasica e ténica induzida
pela concentracdo de 60 mM de K™ em veia porta, ileo e bexiga. a (veia porta), b (ileo) e ¢ (bexiga)
Representacéo grafica mostrando a curva concentragéo efeito do B-CAR sobre a contragdo fasica e
tonica submaximal induzida por K* em musculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a
média do % da contragdo em relacdo a resposta contratil controle induzida pela concentragdo
submaximal de K'e as barras verticais 0 EPM.

5.3 Efeito do OECa sobre a contragcdo submaximal induzida por ACh em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

5.3.1 Efeito do OECa no componente fasico da contragdo induzida por ACh em
musculo liso de veia porta, ileo e bexiga.

Em mausculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentracdo de ACh
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capaz de causar uma contragdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentracdo
efeito, foi de 50uM, 0,3uM e 4uM respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Essa
concentracdo foi capaz de causar uma contracao fasica, que teve como amplitude
meédia 0,262 + 0,011 g, 1,669 + 0,018 g e 1,184,33 + 0,186 g, respectivamente para
veia porta, ileo e bexiga. O OECa foi capaz de promover o bloqueio da contracdo
nos trés tecidos, como pode ser visto nas figuras 17, de forma dependente da
concentracdo. Esse efeito foi estatisticamente significante (p<0,05, ANOVA seguido
de t-test) a partir das concentracdes de 30 pg/ml em veia porta e ileo, e 100 pg/ml
em bexiga.

O OECa na concentracdo de 1000 ug/ml reduziu para 4,16 + 0,53%, 2,99
+ 1,09% e 9,50 £ 3,25% respectivamente em veia porta, ileo e bexiga, a contracao
em relacdo ao controle (n=6). A ECsy do OECa para cada tecido foi de 38,53 *
14,83 pg/ml, 125,93 + 10,91 pg/ml e 122,19 + 57,33 pug/ml, respectivamente em veia
porta, ileo e bexiga. As ECsp na presenca do OECa monstrou diferenca significativa
entre bexiga e ileo, e bexiga e veia porta, entre ileo e veia porta. O OECa foi mais

potente em blogquear a contracéo na veia porta do que nos outros tecidos.



61

OECa pg/ml
OECa pg/ml
1 3 10 30 100 300 600 1000 1300
1 3 10 30 100 300 600 1000 1300 W » v R 2 hd R 4 Y W
s
\_M\L,_L E
L T T o Sehc e . ecas-ud

® OECa ug/ml (n=6)
O Tween 80 pg/ml (n=6)

120 4

100 -

80 4

60 A

40 A

20 1

% contragdo induzida por 50 uM de ACh
% contrag&o induzida por 0,3 uM de ACh

204 & T T

1 10 100 1000 1 10 100 1000
[OECa] pg/ml [OECa] pg/ml
OECa pg/ml
1 3 io 30 100 300 600 1000 1300
- w - b 4 - S o - - -
1 [
e Tt e M S (O RS S
ACh pM

® OECa pg/ml (n=6)
©  Tween 80 ug/ml (n=6)

120 4

100 4

80 -

60 -

40

20 1

% contragdo induzida por 4 uM de ACh

-20

1 10 100 1000
[OECa] pg/ml

FIGURA 17 - Efeito do OECa sobre a contragdo fasica submaximal induzida por ACh em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga) Tracado representativo

mostrando o blogqueio das contra¢des induzidas por ACh. ¥ |ndica 0 momento da aplicacdo de uma

dada concentracdo do OECa; T |ndica o momento da aplicacdo do agente contraturante b.1 (veia
porta), b.2 (ileo) e b.3 (bexiga) Representacdo grafica mostrando a curva concentracdo efeito do
OECa sobre a contragdo fasica submaximal induzida por ACh em musculo liso de veia porta de rato.
Cada ponto representa a média do % da contracdo em relacdo a resposta contratil controle induzida
por ACh e as barras verticais o0 EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*) e (**) representam a
diferenca estatistica significante em relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001), respectivamente
(ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.3.2 Efeito do OECa no componente tdnica da contragdo induzida por ACh em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga

Em mdasculo liso de veia porta, ileo e bexiga a concentracdo de ACh
capaz de causar uma contragdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo
efeito, foi de 50 uM, 0,3 uM e 4 uM respectivamente em veia porta, ileo e bexiga.
Essa concentracdo foi capaz de causar uma contracdo tdnica, que teve como
amplitude média 0,098,08 + 0,015 g, 0,887 + 0,138 g e 0,414 % 0,082g,
respectivamente para veia porta, ileo e bexiga.

O OECa foi capaz de promover o bloqueio da contracdo nos trés tecidos,
como pode ser visto nas figuras 18, de forma dependente da concentracdo. Esse
efeito foi estatisticamente significante (p<0,05, ANOVA seguido de t-test) a partir das
concentragdes de 30 pg/ml em veia porta, ileo e bexiga. O OECa na concentragao
de 300 pg/ml bloqueou totalmente a concentracdo na veia porta. Em ileo o blogueio
total foi na concetracdo de 1000 pug/ml. Na bexiga, OECa na concentracdo de 1000
pg/ml, reduziu a contragéo tonica em relagéo ao controle para 2,04 £ 1,07% (n=6). A
ECso do OECa para cada tecido foi de 16,81 + 2,70 pg/ml, 47,97 + 08,09 pg/ml e
115,71 + 20,51 pg/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Assim como
observado na contracao fasica, as ECso apresentaram diferencas significativas entre
bexiga e ileo, e bexiga e veia porta, entre ileo e veia porta. O OECa, na contracao
tbnica, também se mostrou mais potente em bloquear a contracdo na veia porta do

que os outros dois tecidos.
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FIGURA 18 - Efeito do OECa sobre a contragéo tonica submaximal induzida por ACh em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a (veia porta), b (ileo) e ¢ (bexiga) Representacdo grafica
mostrando a curva concentracéo efeito do OECa sobre a contracéo ténica submaximal induzida por
50 uM de ACh em mdusculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a média do % da
contragcdo em relacdo a resposta contratil controle induzida pela concentragdo submaximal de ACh e

as barras verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*) e (**) representa a diferenca

estatistica significante em relagdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).

5.3.3 Comparacao do efeito do OECa sobre contracdo submaximal fasica e tonica

induzida pela concentracdo de ACh em veia porta, ileo e bexiga de rato.

Na figura 19 podemos comparar o efeito do OECa sobre a contragao
subamximal fasica vesus a tbnica induzida pela concentracdo de ACh nos trés

tecidos. Como pode ser observado, na presenca do OECa, ocorreu diferenca
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significativa em relacéo a EC 5o da contracdo fasica vesus a tdnica na contracdo em
musculo liso somente em ileo (p<0,001, ANOVA).
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FIGURA 19 - Comparacéo do efeito do OECa sobre a contragdo submaximal fasica e tonica induzida
pela concentracdo de 50 uM de ACh em veia porta, ileo e ebxiga de rato. a (veia porta), b (ileo) e ¢
(bexiga) Representagdo grafica mostrando a curva concentracdo efeito do OECa sobre a contracdo
tbnica submaximal induzida por ACh em musculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a
média do % da contragdo em relacdo a resposta contratil controle induzida pela concentracé@o
submaximal de ACh e as barras verticais 0 EPM. (*) representa a diferenca estatistica significante em
relacdo ao controle para p<0,05 (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).

5.4 Efeito do B-CAR sobre a contracdo submaximal induzida por ACh em
musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.
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5.4.1 Efeito do B-CAR no componente fasico da contracdo induzida por ACh em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga.

Em mdasculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentracdo de ACh
capaz de causar uma contragdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo
efeito,foi de 50 uM, 0,3 uM e 4 UM respectivamente em veia porta, ileo e bexiga.
Essa concentracdo foi capaz de causar uma contracdo fasica, que teve como
amplitude média 0,188 + 0,07 g, 1,404 + 0,198 g e 1,339 £ 0,050 g, respectivamente
para veia porta, ileo e bexiga. O B-CAR foi capaz de promover o bloqueio parcial da
contracdo nos trés tecidos, como pode ser visto nas figuras 20, de forma dependente
da concentracdo. O bloqueio foi estatisticamente significante (p<0,001, ANOVA
seguido de t-test) a partir das concentracdes de 30 pg/ml em ileo e veia porta. Em
bexiga a concentragdo foi significante a partir de 100 pg/ml. O B-CAR na
concentracdo de 1300 ug/ml reduziu em 52,84 + 5,14%, 36,68 + 1,64% e 62,06 *
3,77% respectivamente em veia porta, ileo e bexiga, a contracdo em relacdo ao
controle (n=6). A ECso com o B-CAR foi de 101,59 + 2,81 pug/ml, 86,73 + 12,12 pg/ml
e 560,20 + 61,88 pg/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Ocorreu
diferenca significativa entre a ECsy na bexiga quando comparada com os outros dois
tecidos, mas ndo houve diferenca entre veia e ileo (p<0,001, ANOVA seguido de t-
test).
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FIGURA 20 - Efeito do B-CAR sobre a contragdo fasica submaximal induzida por ACh em musculo
liso de veia porta, ileo e bexiga de rato. a.l (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga) Tracado

representativo mostrando o bloqueio das contra¢des induzidas por ACh. ¥ |ndica 0 momento da

aplicacdo de uma dada concentracdo do B-CAR; T |ndica o momento da aplicacdo do agente
contraturante b.1 (veia porta), b.2 (ileo) e b.3 (bexiga) Representacdo gréafica mostrando a curva
concentracao efeito do B-CAR sobre a contracdo fasica submaximal induzida por ACh em musculo
liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a média do % da contracdo em relacédo a resposta
contratil controle induzida por ACh e as barras verticais o EPM, “n” expressa o numero de
experimentos. (*) e (**) representam a diferenga estatistica significante em relagdo ao controle para
p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.4.2 Efeito do B-CAR no componente tonico da contracdo induzida por ACh em

musculo liso de veia porta, ileo e bexiga

Em mdasculo liso de veia porta, ileo e bexiga, a concentracdo de ACh
capaz de causar uma contragdo submaximal, obtida ap6s uma curva concentragdo
efeito, foi de 50 uM, 0,3 uM e 4 uM respectivamente em veia porta, ileo e bexiga.
Essa concentracdo foi capaz de causar uma contracdo tdnica, que teve como
amplitude média 0,050 £ 0,08 g, 0,857 + 0,120 g e 0,711 £ 0,091 g, respectivamente
para veia porta, ileo e bexiga. O B-CAR foi capaz de promover o bloqueio parcial da
contracdo nos trés tecidos, como pode ser visto nas figuras 21, de forma dependente
da concentracdo. O B-CAR na concentracdo de 1300 pg/ml reduziu a contracao
tbnica em relacdo ao controle para 45,86 + 1,68 %, 37,81 = 2,89 % e 30,88 + 9,49 %
respectivamente em veia porta, ileo e bexiga (n=6). A ECsy na presenca do B-CAR
para cada tecido foi de 41,45 + 12,89 pg/ml, 105,09 £ 4,09 pg/ml e 461,06 = 7,13
pg/ml, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Foi encontrado significancia
estatistica entre as ECso do -CAR nos trés tecidos (p<0,001, ANOVA seguido de t-
test).
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FIGURA 21 - Efeito do B-CAR sobre a contragéo ténica submaximal induzida por K* em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato. a (veia porta), b (ileo) e c (bexiga) Representacédo gréfica
mostrando a curva concentracdo efeito do B-CAR sobre a contracdo tbnica submaximal induzida por
50 uM de ACh em musculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a média do % da
contragcdo em relacd@o a resposta contrétil controle induzida pela concentracdo submaximal de ACh e
as barras verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*) e (**) representa a diferenca

estatistica significante em relagdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).
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5.4.3 Comparacao do efeito do B-CAR sobre a contragdo submaximal fasica e tdnica
induzida pela concentracdo de ACh em veia porta, ileo e bexiga de rato.

Na figura 22 podemos comparar o efeito do B-CAR sobre a contragéo
submaximal fasica vesus a tdnica induzida pela concentragdo de ACh nos trés
tecidos. Como pode ser observado, o B-CAR teve diferenca significativa em relacéo
a ECsp contracao fasica vesus a tdnica somente em veia porta e bexiga (p<0,001,
ANOVA).
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FIGURA 22 - Comparacéao do efeito do B-CAR sobre a contragdo submaximal fasica e ténica induzida
pela concentracdo de ACh em veia porta, ileo e bexiga. a (veia porta), b (ileo) e ¢ (bexiga)
Representacéo grafica mostrando a curva concentragdo efeito do B-CAR sobre a contragéo tbnica
submaximal induzida por ACh em musculo liso de veia porta de rato. Cada ponto representa a média
do % da contragcdo em relagdo a resposta contratil controle induzida pela concentragdo submaximal
de K'e as barras verticais 0 EPM.



70

5.5 Efeito do OECa sobre as contracées induzidas por Ca®** em musculo liso de
veia porta, ileo e bexiga de rato despolarizado por 60 mM de K.

Em veia porta, ileo e bexiga de rato mantido despolarizado por 60 mM de
K* em meio 0Ca?* contendo EGTA (0,2mM), a adicdo de Ca®" nas concentracées
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20mM promoveu contracdo. O OECa na
concentracdo de 300 pg/ml, adicionado 5 minutos antes do Ca*", foi capaz de inibir
de forma significante a curva promovida pela adicdo de Ca®*, como pode ser
observado nas figuras 23 (p<0,05 e p<0,001, ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).O
OECa iniciou seu efeito inibitdrio sobre a concentracdo de 1 mM de Ca®' nas trés
amostras e reduziu a amplitude maxima da contracédo para 7,88 + 2,62 %, 9,88% +
3,19% e 10,66 + 4,39% respectivamente para veia porta, ileo e bexiga do controle
(n=6). Ap6s um periodo de 2 horas de lavagens sucessivas da preparacao, o tecido
recuperou sua resposta contratii ao ser estimulado novamente por uma curva
concentracéo efeito para o Ca®. N&o foi observado diferenca significativa do feito do

OECa na contragao induzida por CaCl, em relagéao aos trés tecidos.
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FIGURA 23 - Efeito do OECa sobre as contra¢des induzidas por Ca* em musculo liso veia porta, ileo
e bexiga de rato despolarizado com 60mM de K'. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga) Tracados
tipicos mostrando a inibicdo de forma concentracdo dependente do OECa na contra¢ao induzida por
Ca”* em meio 0Ca** contendo EGTA (0,2mM) e 60mM de K. b.1 (veia porta), b.2 (ileo) e b.3 (bexiga)
Representacdo grafica de curvas concentracdo efeito para o ca* presenca do OECa (300ug/ml).
Cada ponto representa a média do % da resposta contratil maxima induzida pelo ca” e as barras
verticais o EPM, o “n” expressa o numero de experimentos, (*) e (**) representam significAncia

estatistica em relagcédo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA seguido do teste
Holm-Sidak).
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5.6 Efeito do B-CAR sobre as contracées induzidas por Ca** em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato despolarizado por 60 mM de K".

Em veia porta, ileo e bexiga de rato mantido despolarizado por 60 mM de
K* em meio 0Ca?* contendo EGTA (0,2mM), a adicdo de Ca®" nas concentracées
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20mM promoveu contracdo. O B-CAR na
concentracdo de 100 pg/ml, adicionado 5 minutos antes do Ca*", foi capaz de inibir
de forma significante (p<0,05 e p<0,001, ANOVA seguido do teste Holm-Sidak) a curva
promovida pela adicdo de Ca?*, como pode ser observado nas figuras 24. O B-CAR
iniciou seu efeito inibitério sobre a concentracdo de 1 mM de Ca®" nas trés amostras
e reduziu a amplitude maxima da contracdo para 39,59 + 5,01 %, 23,39 +4,98 % e
58,27 + 11,10 % respectivamente para veia porta, ileo e bexiga da contracdo
controle (n=6). Apés um periodo de 2 horas de lavagens sucessivas da preparacao,
o tecido recuperou sua resposta contratil ao ser estimulado novamente por uma
curva concentracdo efeito para o Ca®". Foi observado diferencas significativas
(p<0,05, ANOVA) entre as concentra¢cdes, a partir de 1 mM, em ileo e bexiga, em
relacdo ao efeito do B-CAR em bloquear a contracdo induzida por calcio. Em veia
porta ndo foi encontrada diferenca significativa quando comparada com 0S outros

dois tecidos.
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FIGURA 24 - Efeito do B-CAR sobre as contracdes induzidas por Ca”" em musculo liso veia porta,
fleo e bexiga de rato despolarizado com 60mM de K'. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga)
Tracados tlplcos mostrando a |n|b|gao de forma concentracdo dependente do TC na contracdo
induzida por Ca®" em meio 0Ca** contendo EGTA (0,2mM) e 60mM de K*. b.1 (2 eia porta), b.2 (ileo) e
b.3 (bexiga) Representacdo gréfica de curvas concentracdo efeito para o Ca“ presenca do [3- CAR
(100pg/ml). Cada ponto representa a média do % da resposta contratil maxima induzida pelo Ca** e
as barras verticais o EPM, o “n” expressa o numero de experimentos, (*) e (**) representam

significancia estatistica em relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).
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5.7 Efeito do OECa sobre as contracées induzidas por Ca** em musculo liso de
veia porta, ileo e bexiga de rato pré-tratado com ACh em presenca de

verapamil.

Em amostra de tecido muscular liso de veia porta, ileo e bexiga de rato
pré-tratado com ACh (10 uM) em meio 0Ca®* contendo EGTA(0,2mM) e verapamil (1
uM), a adicdo de Ca®* nas concentracdes cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM
promoveu contracdo somente em ileo e bexiga. A veia porta ndo respondeu a este
protocolo. Na figura 25 podemos observar que o OECa na concentracdo de 300
ng/ml, adicionado 5 minutos antes do Ca®*, foi capaz de inibir de forma significante a
curva promovida pela adicdo de Ca®*". O OECa iniciou seu efeito inibitério sobre a
concentracdo de 1mM de Ca* em ileo e bexiga, reduzindo a amplitude maxima da
contracdo para 30,00 £ 10,19 % para ileo e 44,09 + 5,20 %para a bexiga do
controle (n=6). Nao foi observado diferenca significativa do efeito do OECa na

contracao induzida por CaCl, em relacédo aos dois tecidos.
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FIGURA 25 - Efeito do OECa sobre as contracdes induzidas por Ca”" em musculo liso de fleo e
bexiga de rato pré-tratado com ACh em presenca de verapamil. a.1 (ileo) e a.2 (bexiga) Tracados
tipicos mostrando o efeito de forma concentracdo dependente do OECa na contracdo induzida por
Ca’* em meio 0Ca** contendo ACh (10 pM) e verapamil(1uM). b.1 (ileo) e b.2 (bexiga)
Representacéo gréafica de curvas concentracéo efeito para o Ca“" na presenca do OECa (300ug/ml).
Cada ponto representa a média do % da resposta contratii maxima induzida pelo Ca” e as barras
verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*) e (**) representam significancia
estatistica em relagdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA seguido do teste
Holm-Sidak).
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5.8 Efeito do B-CAR sobre as contracdes induzidas por Ca** em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato pré-tratado com ACh em presenca de
verapamil.

Em amostra de tecido muscular liso de veia porta, ileo e bexiga de rato
pré-tratado com ACh (10 uM) em meio 0Ca?* contendo EGTA(0,2mM) e verapamil (1
uM), a adicdo de Ca®* nas concentraces cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM
promoveu contragao. Na figura 26 podemos observar que o 3-CAR na concentragao
de 100 pg/ml, adicionado 5 minutos antes do Ca*", foi capaz de inibir parcialmente
de forma significante (p<0,05, ANOVA seguido do teste Holm-Sidak) a curva promovida
pela adicdo de Ca®". O B-CAR iniciou seu efeito inibitério sobre a concentragéo de
1mM de Ca* em duas das trés amostra de tecido e reduziu a amplitude méaxima da
contracdo para 64,63 £ 9,93 % para ileo e 78,03 + 7,63% para a bexiga do controle
(n=6). O tecido utilizado da veia porta ndo respondeu a este protocolo. Nao foi
observado diferenca significativa do feito do 3-CAR na contragao induzida por CaCl,
em relacdo aos dois tecidos.
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FIGURA 26 - Efeito do B-CAR sobre as contracdes induzidas por Ca** em miusculo liso de fleo e
bexiga de rato pré-tratado com ACh em presenca de verapamil. a.1 (ileo) e a.2 (bexiga) Tragados
tipicos mostrando o efeito de forma concentracdo dependente do B-CAR na contracdo induzida por
Ca” em meio 0Ca®* contendo ACh (10 pM) e verapamil (1uM). b1 (ileo) e b2 (bexiga)
Representacéo grafica de curvas concentracéo efeito para o Ca** na presenca do B-CAR (100ug/ml).
Cada ponto representa a média do % da resposta contratil maxima induzida pelo Ca®* e as barras

verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*) representam significancia estatistica em
relacao ao controle para p<0,05 (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.9 Efeito do OECa sobre as contracées induzidas por Ba* em musculo liso de

veia porta, ileo e bexiga de rato despolarizado por 60mM de K",

Em veia porta, ileo e bexiga de rato mantido despolarizado por 60 mM de
K* em meio 0Ca®* contendo EGTA (0,2mM), a adicdo de Ba®" nas concentracées
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM promoveu contracdo. Na figura 27
podemos observar que o OECa na concentracdo de 300 pg/ml, adicionado 5
minutos antes do Ba*", foi capaz de inibir de forma significante a curva promovida
pela adicdo de Ba®*. O OECa iniciou seu efeito inibitério sobre a concentragéo de
1mM de Ba** nas trés amostra de tecido e reduziu a amplitude maxima da contracéo
para 4,87 = 1,99 % para veia porta, 7,75 = 2,41 % para o ileo e 19,13 + 4,81 % para
a bexiga do controle (n=6). Foi observado diferenca significativa (ANOVA seguido de
t-test com p<0,001) do efeito do OECa na contragcéo induzida por BaCl, somente

entre veia porta e bexiga.
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FIGURA 27 - Efeito do OECa sobre as contracdes induzidas por Ba®* em musculo liso de veia porta,
fleo e bexiga de rato despolarizado com 60mM de K'. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga)
Tragados tipicos mostrando a inibicdo de forma concentracdo dependente do OECa na contragao
induzida por Ba®* em meio 0Ca®* contendo EGTA (0,2mM) e 60mM de K*. b.1 (veia porta), b.2 (ileo) e
b.3 (bexiga) Representacéo grafica de curvas concentragao efeito para o Ba*" na presenca do OECa
(300pg/ml). Cada ponto representa a média do % da resposta contratil maxima induzida pelo Ba* e
as barras verticais o EPM, o “n” expressa o numero de experimentos, (*) e (**) representam

significancia estatistica em relacdo ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).
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5.10 Efeito do B-CAR sobre as contracdes induzidas por Ba** em musculo liso
de veia porta, ileo e bexiga de rato despolarizado por 60mM de K.

Em veia porta, ileo e bexiga de rato mantido despolarizado por 60 mM de
K* em meio 0Ca?" contendo EGTA (0,2mM), a adicdo de Ba®" nas concentracées
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 20 mM promoveu contracdo. Na figura 28
podemos observar que o B-CAR na concentracdo de 100 pg/ml, adicionado 5
minutos antes do Ba*, foi capaz de inibir de forma significante a curva promovida
pela adicdo de Ba**. O B-CAR iniciou seu efeito inibitério sobre a concentracdo de
1mM de Ba** nas trés amostra de tecido e reduziu a amplitude maxima da contracéo
para 67,23 = 10,13 % para veia porta, 53,48 + 5,09 % para o ileo e 72,22 + 7,91 %
para a bexiga em relacdo ao controle de cada tecido (n=6). Nao foi observado
diferenca significativa do feito do B-CAR na contracéo induzida por BaCl, em relag&o

aos trés tecidos.
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FIGURA 28 - Efeito do B-CAR sobre as contra¢gbes induzidas por Ba®* em musculo liso de veia porta,
fleo e bexiga de rato despolarizado com 60mM de K'. a.1 (veia porta), a.2 (ileo) e a.3 (bexiga)
Tracados tipicos mostrando a inibicdo de forma concentracao dependente do B-CAR na contragdo
induzida por Ba®* em meio 0Ca** contendo EGTA (0,2mM) e 60mM de K*. b. 1 (ve|a porta), b.2 (ileo) e
b.3 (bexiga) Representacdo gréafica de curvas concentragdo efeito para o Ba®* na presenca do [3- CAR
(100pg/ml). Cada ponto representa a média do % da resposta contratil maxima induzida pelo Ba* e

as barras verticais o EPM, o

“ ”»

expressa o numero de

experimentos,

(*) e (**) representam

significancia estatistica em relagao ao controle para p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA
seguido do teste Holm-Sidak).
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5.11 Efeito do OECa sobre as contra¢cdes induzidas por acetilcolina, em meio
0Ca** contendo EGTA em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

Com o intuito de verificar o efeito do OECa sobre a contracdo de ACh em
meio 0Ca®" contendo o quelante de célcio EGTA, foi adicionado 5 minutos antes da
contracao induzida por ACh a concentragao de 300 pg/ml de OECa. Considerou-se
como sendo referncial (100%) os controles induzido por ACh em meio 0Ca?*. A
média dessas contracfes foi comparada com as médias obtidas quando as
contracdes foram induzidas por ACh na presenca do OECa em meio 0Ca®". Pode
ser observado na figura 29, que o OECa reduziu em média a contragdo induzida por
ACh em valores percentuais para 57,30 + 10,65 % em ileo. Em relacdo a bexiga,
apos a adicdo do OECa sobre a contracao induzida por ACh, foi obtido o valor médio
em percentual de 100,83 * 0,83 %. ApGs tratamento estatistico, ndo foi encontrada
diferenca significancia entre os tecidos. O tecido utilizado da veia porta nédo
respondeu a este protocolo.

a.l a.2
60 mM K+ 50 M Ko EDiM K 60 mM K+
- - A 4
0Ca2+ 0Caz+ 0Ca2+
GECa 300 pgiml 0Ca2+ OFCa 300 pgiml
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FIGURA 29 - Efeito do OECa sobre as contracdes induzidas por 60pM de ACh em meio oca*
contendo EGTA (0,2mM), em musculo liso de ileo e bexiga de rato. Em a.1 (ileo) e a.2 (bexiga
tracados tipicos mostrando as contragbes induzida por ACh com o OECa em meio 0Ca
respectivamente em ileo e bexiga. b Representacdo gréafica do efeito do OECa sobre a contragédo
induzida por ACh em meio 0Ca**. Cada barra representa a média do % da resposta contratil maxima
induzida pelo ACh e as pequenas barras verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*)
e (#) representam significaAncia estatistica em relagcdo ao controle e bexiga, respectivamente para
p<0,001 (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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5.12 Efeito do B-CAR sobre as contragdes induzidas por acetilcolina, em meio
0Ca** contendo EGTA em musculo liso de veia porta, ileo e bexiga de rato.

Com o intuito de verificar o efeito do B-CAR sobre a contracdo de ACh em
meio 0Ca®" contendo o quelante de célcio EGTA, foi adicionado 5 minutos antes da
contracédo induzida por ACh a concentragéo de 100 pg/ml de B-CAR. Considerou-se
como sendo referencial (100%) os controles induzido por ACh em meio 0Ca*". A
média dessas contracdes foi comparada com as obtidas quando as contracdes
foram induzidas por ACh na presenca do B-CAR em meio 0Ca®". Pode ser
observado na figura 30, que o B-CAR reduziu em média a contracdo induzida por
ACh em valores percentuais para 65,27 £ 9,23 % em ileo. Em relacdo a bexiga, apos
a adicdo do B-CAR sobre a contracao induzida por ACh, foi obtido o valor médio em
percentual de 100,0 £ 0,0 %. Apds tratamento estatistico, foi encontrada significancia
em relacdo aos dados experimentais no do musculo liso do ileo quando comparado
com o grupo controle e a bexiga (h= 6) (p<0,05, ANOVA). A veia porta nao

respondeu a este protocolo.
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FIGURA 30 - Efeito do B-CAR sobre as contracdes induzidas por 60uM de ACh em meio 0Ca**
contendo EGTA (0,2mM), em musculo liso de ileo e bexiga de rato. Em a.l (ileo) e a.2 (bexiga
tracados tipicos mostrando as contra¢des induzida por ACh com o B-CAR em meio 0Ca
respectivamente em ileo e bexiga. b Representacéo grafica do efeito do B-CAR sobre a contracao
induzida por ACh em meio 0Ca**. Cada barra representa a média do % da resposta contratil maxima
induzida pelo ACh e as pequenas barras verticais o EPM, “n” expressa o numero de experimentos. (*)
e (#) representam significAncia estatistica em rela¢c@o ao controle e bexiga, respectivamente para
p<0,05 (ANOVA seguido do teste Holm-Sidak).
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo foi possivel observar que na contracdo induzida por
potdssio, que ocorre por meio do acoplamanto eletromecanico, os trés tecidos
tiverem um efeito antiespasmadico em relacdo a adicdo tanto do OECa como do -
CAR. Esse efeito pode ser observado tanto na fase fasica da contracdo como na
tbnica. A veia porta foi o tecido onde foi obtido um maior efeito do OECa em relaxar
a contracdo da fase fasica. O OECa na veia porta teve uma ECsy de 19,21 + 1,65
pg/ml, seguido do ileo com ECsy de 104,27 £ 8,19 pg/ml e o dltimo a bexiga com
ECso de 343, 54 + 11,71 pug/ml. As ECso do OECa nos trés tecidos apresentaram
diferencas estatisticas significantes (One Way ANOVA com p < 0,001), sendo a veia
porta o tecido onde o OECa apresentou a menor ECso.

Esse maior efeito em relacdo ao OECa em bloquear a fase fasica da
contracdo na veia porta em relacao aos outros dois tecidos, pode ter ocorrido devido
a esse tecido ter uma participacdo pouco significativa do mecanismo do CICR
(KAMISHINA e McCARRON, 1996), que permite a abertura dos canais de calcio do
RS ligados aos receptores RyR. Fato este que geraria uma pequena contracao
fasica, que seria rapidamente abolida pela acdo do OECa. Os outros dois tecidos
possuem uma contribuicdo maior em relacdo a este mecanismo, sendo de maior
importancia na bexiga (HOTTA et al., 2007), o que pode explicar o efeito menor do
OECa quando comparado aos outros dois tecidos.

Em relacdo ao B-CAR, também foi observado um feito nessa fase da
contracdo, com o constituite apresentado ECso de 92,64 + 5,34 ug/ml, 15,57 + 6,38
ug/ml e 214,93 + 11,06 pug/ml respectivamente para veia, ileo e bexiga. As ECsg do
B-CAR nos trés tecidos foram diferentes significativamente entre si (One Way
ANOVA com p < 0,001) e também diferentes em relacdo ao OECa (ANOVA, seguido
de t-test com p < 0,001). Com B-CAR foi possivel observa um maior feito no ileo do
gue os outros dois tecido, seguidos pela veia porta e bexiga.

O efeito mais significativo do OECa na veia porta em relagdo ao B-CAR
também na veia porta pode ter ocorrido devido a outro constituinte existe no OECa,
gue tenha um maior efeito na veia porta que nos outros dois tecidos. Em relacéo a

contracdo tbnica, tanto o OECa como o B-CAR tiveram efeitos em reduzir essa
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contracdo. A contracéo tOnica apresentou na presenca do OECa ECsp de 7,81 +
2,02 pg/ml, 29,99 + 8,44ug/ml e 92,50 + 11,71 pg/ml respectivamente em veia
porta, ileo e bexiga. A EC5o do OECa na bexiga mostrou ser maior e com diferenca
significativa em relacdo ao ileo e veia porta (ANOVA, seguido de t-test com p <
0,001).

Essa menor ECsp do OECa em veia porta e ileo, que séo tecidos que
possuem uma contribuicdo importante em relacdo a formacdo da contracao tonica,
pode indicar que o Oleo apresentaram um efeito mais especifico na contracao
dependente da entrada do calcio do meio extracelular para o meio citosélico, entrada
esta caracteristica da fase tdnica da contracdo. O menor efeito do OECa na bexiga
pode ter ocorrido devido a essa fase tbnica, provavelmente, na bexiga ter uma maior
contribuicdo do calcio do RS do que os outros dois tecidos. Em bexiga a entrada de
calcio do meio extracelular é utilizada em grande parte para recarregado o célcio do
RS (WU et al., 2002).

Em relacdo ao B-CAR, também foi obsevado o bloqueio da contracdo
tbnica. O B-CAR apresentou ECsg na veia porta e ileo de 24,76 + 9,63 pg/ml e 12,54
*+ 1,43 pg/ml respectivamente, ndo apresentando diferengas significativas entre os
dois tecidos. Sobre a bexiga, o B-CAR mostrou um menor feito, tendo sua ECs, de
181,19 + 6,66 pg/ml, que foi maior e diferente significativamente (ANOVA, seguido
de t-test com p < 0,001) em relacdo os outros dois tecidos. Isso pode mostrar que
tanto o OECa como o B-CAR possuem efeito em bloguear a entrada do célcio do
meio extracelular, caracteristica da fase tonica da contracdo. E que esse bloqueio é
maior com OECa do que com o B-CAR, o que pode indicar que o efeito do OECa
nao ocorre somente pela agdo do B-CAR, mas também pela efeito de algum outro
constituite.

Na comparacao entre a fase fasica e tbnica nos trés tecidos sobre efeito
do OECa, foi possivel observar que as ECsy mostraram ser diferentes
significativamente e menores na fase tbnica em relacédo a fase fasica tanto em veia
porta ( One Way ANOVA com p < 0,05), como em ileo e bexiga (ANOVA seguido de
t-test com p < 0,001). O que vem corroborar com o que foi observado até agora,
onde o OECa possuem um maior efeito na contracdo que depende mais da entrada
do calcio do meio extracelular pelos canais do tipo VOC (ERTEL et al., 2000) do que
pelo mecanismo de CICR com a liberacdo do célcio do RS, caracteristica da fase

fasica. Em relacdo ao B-CAR foi possivel observar que a contracdo fasica e a tbnica
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foram diferentes significativamente em relagdo as ECso em veia porta (ANOVA
seguido de t-test com p < 0,001) e bexiga (ANOVA seguido de t-test com p < 0,05), o
ileo ndo mostrou diferenca significativa. Essa diferenca entre a contracéo fasica e
tbnica nos dois tecidos deve ter ocorrido pelo mesmo motivo da acdo do OECa, com
0 B-CAR tendo uma maior acdo sobre a contracdo depende do célcio do meio
extracelular do que do meio intracelular.

Os resultados mostram que tanto o OECa como o B-CAR possuem um
efeito sobre 0 acoplamento eletromecanico, e que esse efeito ocorre nas duas fases
da contracdo, mas com uma predominancia maior sobre a fase tonica do que a
fasica.

Em relacdo a contracdo induzida por ACh que dispara o acomplamemto
farmacomecanico, assim como o acomplamento eletromecéanico, podemos observar
um bloqueio da contragédo fasica tanto com o OECa como com o 3-CAR. Sendo esse
efeito maior no OECa do que com o B-CAR. A ECsp encontrada na presenca do
OECa foi de 38,53 + 14,83 pg/ml, 125,93 + 10,91 pg/ml e 122,19 + 57,33 pg/ml
respectivamente para veia porta, ileo e bexiga na contracéo fasica. Essa ECso foi
diferentemente significativa entre bexiga e veia porta, bexiga e ileo (ANOVA seguido
de t-test com p < 0,001). Entre veia porta e ileo, ndo foi encontrada diferenca
significativa. Em relacdo ao bloqueio da contracdo tbnica com o OECa, as ECs
encontradas foram de 16,81 + 2,70 ug/ml, 47,97 + 8,09 ug/ml e 115,71 + 20,51ug/ml
respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. A comparacéo entre as ECsp do OECa
nos trés tecidos na fase tonica, mostrou ser significativamente diferente entre bexiga
e veia porta, bexiga e ileo, mas néo entre veia porta e ileo (One way ANOVA com p
<0,001).

Quando comparada as ECsy da fase fasica com a tbnica nos trés tecidos
ocorreu diferenca significativa somente entre a fase fasica e tdnica do ileo (One way
ANOVA com p < 0,001). Esse resultado indica que o OECa possui efeito em
bloquear a contracao induzida por ACh nos trés tecidos.

Em relacdo ao B-CAR, a ECsy da fase fasica foi de 101,59 + 2,81ug/ml,
86,73 £ 12,12 ug/ml e 560,20 + 61,88 pg/ml, respectivamente para veia porta, ileo e
bexiga. Comparando com a ECs, dessa mesma fase com o OECa, podemos
observar um efeito maior do OECa em relacdo ao B-CAR nos trés tecidos, com uma
diferenca significativa menor entre o musculo liso do ileo. Na fase tbnica, na

presenga do B-CAR, a ECsg encontrada foi respectivamente para veia porta, ileo e
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bexiga de 41,45 + 12,89 pg/ml, 105,09 + 4,09 pg/ml e 461,06 = 7,13 pg/mi.
Comparando novamente essa mesma fase na presenca do OECa, também notamos
um efeito maior do OECa em relacédo ao B-CAR. Quando comparamos a fase fasica
com a tbnica na presenca do B-CAR, observamos uma acdo um pouco maior na
fase tonica. Com isso podemos afirmar que tanto o OECa como o -CAR possuem
efeito no acomplamento farmacomecéanico, efeito esse que é mais evidente no
OECa.

Comparando as ECs da contracdo induzida por K* com o da ACh
podemos vé que o efeito do OECa e do B-CAR é maior na contragéo induzida por K*
do que a induzida por ACh, o que pode ter ocorrido provavelmente pela maior acao
do OECa e B-CAR na contracdo depende do acomplamento eletromecanico do que
no farmacomecanico.

Na observacdo da contracdo induzida por CaCl, em tecido pré-tratado
com K*, contracdo essa que depende tanto do célcio proveniente do meio
extracelular quando do meio intracelular, foi verificado que o OECa bloqueia a
contracdo nos trés tecidos com reducéo para 7,88 + 2,62 %, 9,88 + 3,19% e 10,66
+ 4,39 % da contracdo controle, respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Essa
reducdo nao foi diferente em relacdo aos trés tecidos. Com -CAR a reducado da
contracao foi menos expressiva que a do OECa, com reducdo de 39,59 + 5,01 %,
23,39 £ 4,98 % e 58,27 £ 11,10 % respectivamente em veia porta, ileo e bexiga em
relacdo a contracdo controle. Ndo ocorreu diferenca significativa entre os trés
tecidos.

Quando comparado a acdo do OECa com o B-CAR, podemos verificar
gue o B-CAR desenvolve um efeito menor do que o OECa. Esse efeito pode ter
ocorrido pela presenca de outros constituintes, que tenham um maior efeito que o B-
CAR, e com isso abolido quase a zero a contracdo induzida por calcio na presenca
do OECa.

Em relacdo a contracédo induzida por BaCl,, contracdo essa que ocorre
exclusivamente via entrada do Ba?* do meio extracelular sem a participacdo do RS.
O OECa bloqueou quase que totalmente a contracao nos trés tecidos, com reducao
da contracdo de 4,87 £ 1,99 %, 7,15 + 2,41 % e 19,13 + 4,81 % respectivamente em
veia porta, ileo e bexiga em relacdo a contracdo controle. A reducdo da contracao foi
maior em veia porta e menor em bexiga, com diferenca estatistica entre os dois

tecidos (One way ANOVA com p < 0,05). Observando esse efeito pode se afirmar
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que o OECa possa ter uma acao importante sobre a contracdo dependente do célcio
do meio extracelular, e que esse efeito ocorra devido o bloqueio dos canais para
calcio do tipo VOC, mas nédo exclusivamente por esses canais.

Em relacdo ao B-CAR, o mesmo também bloqueou a contracdo em
relacdo ao controle, mas com percentual menor quando comparado com a redugao
do OECa. Estes percentuais foram de 67,23 + 10,13 %, 53,48 £ 5,09 % e 72,22 +
7,91 % respectivamente em veia porta, ileo e bexiga. Essa reducdo nado foi
significativa entre os trés tecidos. A acdo maior do OECa em relacdo ao B-CAR,
pode ter ocorrido pelo efeito de um outro constituinte que tenha somado ao efeito do
B-CAR em relacdo ao blogueio da entrada do Ba?* para o meio citosdélico.

Quando foi investigado a acdo do OECa e do B-CAR sobre a contracao
dependente da entrada de calcio dos meio extracelular para o citosol, por meio dos
canais do tipo ROC (McCARRON et al., 2004) de membrana nos trés tecidos pré-
tratado com ACh, a veia porta ndo respondeu a essa contracdo, o que pode ter
ocorrido pela pouca contribuicdo desses canais de membrana para a contracdo na
veia porta. O efeito do OECa em bloquear a contracdo dependente de ROC de
membrana foi maior do que com o B-CAR, com reduc¢éo da contracdo em relacao
ao controle para 30,00 + 10,19 % e 44,09 * 5,20 % respectivamente em ileo e
bexiga com o0 OECa e 64,63 + 9,93 % e 78,03 = 7,63 % respectivamente em ileo e
bexiga com o B-CAR. A reducao néo foi significativa entre ileo e bexiga na presenca
do OECa e nem em relacédo ao B-CAR. O efeito em bloquer a contracéo induzida por
CaCl, em meio pré-tratado com ACh na presenca do OECa e do B-CAR ndo foi tdo
significativo quanto na contracdo induzida por CaCl, e BaCl, em meio pré-tratado
com K*. O que pode vir a confirmar que o mecanismo principal encontrado para a
acdo tanto do OECa como do B-CAR pode ser devido ao efeito sobre canais de
membrana diferentes dos tipos ROC, como os VOC e outros canais como 0s NSCC
gue permitem a entrada de calcio do meio extracelular (GUIBERT et al., 2008)

Quando foi investigado o efeito do OECa e do B-CAR na contracao
dependente do célcio intracelular sobre os trés tecidos, observou se, que mais uma
vez a resposta da veia porta ndo foi possivel ser mesurada, pois o protocolo
somente fez com que ocorresse um aumento da atividade espontanea do tecido. O
efeito do OECa sobre esse mecanismo foi significativo somente para ileo com
reducdo de 57,30 £ 10,65 % em relagdo ao controle. No B-CAR a redugdo, assim

como a do OECa, foi significativa somente para o ileo, com reducdo de 65,27 *
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9,23% em relacdo ao controle. A resposta obtido com OECa e [(B-CAR foram
semelhantes, o que mostrou que nem o OECa e nem [(B-CAR possuem uma
atividade muito expressiva em reduzir a contracdo induzida pelo céalcio proveniente
do meio intracelular.

Os achados obtidos nesse trabalho corrobaram com estudos que ja foram
feitos tanto com o B-CAR como com OECa em outros tecidos, estudos esse que
mostram que tanto o OECa como o B-CAR possuem uma acao maior sobre a
contracdo dependente do calcio do meio extracelular. Esse efeito pode ocorre pela
acdo do B-CAR e do OECa sobre o canais que permitem a entrada do calcio do
meio extracelular para o meio intracelular, como os canais do tipos VOC, NSCC e
outros canais, com um efeito menor sobre os canais do tipo ROC de membrana. A
acdo um pouco mais potente do OECa em relacdo ao B-CAR, pode ter ocorrido
devido existéncia de outro constituinte que seria o principal responsavel pelos efeito
observados nessa amostra do OECa.
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7 CONCLUSAO

Com este trabalho podemos chegar a conclusdo de que tanto o OECa
quanto o B-CAR tem efeito nos trés tecidos, com uma pequena especificidade em
relacdo a veia porta na presenca do OECa e que esta especificidade € quase a
mesma entre os trés tecidos em relacéo ao B-CAR.

Tanto o OECa quanto o B-CAR possuem um maior efeito no acoplamento
eletromecanico do que o farmacomecanico nos trés tecidos, com uma pequena
predominéancia sobre o bloqueio da fase tdnica da contracao.

Existe efeito tanto do OECa como do B-CAR sobre o bloqueio da
contracdo dependente do calcio proveniente do meio extracelular e que esse efeito
nao se deve somente ao B-CAR, mas a outro constituinte que potencializa o efeito

do 6leo em inibir essa contracao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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