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Participacdo de receptores muscarinicos e da via do éxido nitrico no efeito espasmolitico da fragédo de alcal6ides
totais obtida de Solanum paludosum Moric. (SOLANACEAE)

MONTEIRO, F.S.

P6s-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagao de Mestrado, CCS /LTF/UFPB (2009).

RESUMO

Solanum paludosum Moric. (Solanaceae) é uma espécie herbacea,
conhecida popularmente como “jurubeba-roxa” no Nordeste do Brasil (AGRA;
BHATTACHARYYA, 1999). O estudo quimico e farmacologico com a casca da
raiz desta espécie mostrou a presenca de glicoalcaldides, e que o extrato
etandlico e a fase aquosa obtidos da mesma parte mostraram atividade
espasmolitica (ATAIDE, 1982; BARBOSA-FILHO et al., 1991; BASILIO, 2008).
Como muitos glicoalcalbides sdo conhecidos por apresentarem citotoxicidade e
muitas espécies de Solanum apresentam atividade espasmolitica, decidiu-se
estudar a fragdo de alcalbides totais obtida da casca da raiz de S. paludosum
(FAT-SP) em relagdo ao potencial citotoxico em eritrocitos de rato e investigar
uma possivel atividade espasmolitica em Utero de rata, aorta de rato, ileo e
traquéia de cobaia. A FAT-SP ndo mostrou atividade hemolitica, mas apresentou
efeito espasmolitico ndo seletivo. A triagem farmacoldgica preliminar mostrou que
a FAT-SP, em utero de rata, ndo inibiu as contracbes fasicas induzidas por
10?UI/mL de ocitocina, mas inibiu de maneira significante as contragdes
induzidas por 10° M de CCh; em traquéia de cobaia, foi cerca de 2,2 vezes mais
potente em relaxar a traquéia pré-contraida com 10° M de CCh na auséncia
(CEsp = 159,4 + 23,0 pg/mL) do que na presenga (CEsp = 353,2 £ 15,2 ug/mL) de
epitélio funcional;, em ileo de cobaia, inibiu as contracdes fasicas induzida por
10°M de CCh (Clso = 129,8 # 3,7 pg/mL) de maneira mais potente em relagéo as
contragdes induzidas por 10° M de histamina (Emax=18,4 = 2,3%) e em aorta de
rato, foi observado que a FAT-SP relaxa a aorta de rato pré-contraida com
3x10'M de fenilefrina de maneira mais potente na presenca
(CEso=75,4 £6,2 ug/mL) do que na auséncia (CEsp=242,8+ 11,7 ug/mL) de
endotélio funcional. De acordo com o pardmetro de poténcia a FAT-SP foi mais
potente em ileo de cobaia e aorta de rato. Diante disso, decidiu-se investigar um
possivel mecanismo de acdo nestes 6rgdos. A FAT-SP relaxou o ileo de cobaia
de maneira significante e dependente de concentracdo pré-contraido com 10° M
de CCh (CEsp= 37,4 = 3,2 uyg/mL) ou de histamina (CEsp = 54,2 + 2,9 ug/mL), mas
ndo com 40 mM de KCI (Emax = 28,6 £ 2,8%). Visto que, a FAT-SP foi mais
potente em relaxaro ileo pré-contraido com carbacol, isto € sugestivo do
envolvimeto dos receptores muscarinicos neste efeito. Esta hipdtese foi
confirmada em nivel funcional pela observacdo de que a FAT-SP deslocou para
direita as curvas concentragdes-resposta cumulativas ao CCh sem alteragéo do
Emax, O que é caracteristico de antagonismo competitivo ao CCh. O relaxamento
produzido pela FAT-SP em aorta de rato na presenca de 10° M de L-NAME
(CEsp=147,0 £ 22,1 ug/mL), inibidor da sintase do NO endotelial, foi atenuado,
mas ndo na presenca de 10°® M de atropina (CEso = 93,3 + 10,0 ug/mL), um
antagonista ndo seletivo dos receptores muscarinicos, ou de 10° M de
indometacina (CEso=90,7 + 13,2 ug/mL), um inibidor ndo seletivo da COX,
sugerindo assim, a participacdo da sintase do NO endotelial. Além disso, na
presenca de 3 x 10°M de hidroxocobalamina (CEso=294,9 = 20,4 ug/mL),
sequestrador do NO, ou de 10°M de ODQ (CEsp = 228,2 £ 30,9 pg/mL), inibidor
seletivo da GC soluvel, a curva de relaxamento da FAT-SP foi atenuada,
sugerindo a participagéo da via NO/CG no efeito espasmolitico da FAT-SP.
Palavras-chave: Solanum paludosum, atividades citotéxica e espasmolitica,
receptores muscarinicos, via do 6xido nitrico.
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Participation of the muscarinic receptors and of the nitric oxide pathway in the spasmolytic effect of the total
alkaloids fraction obtained from Solanum paludosum Moric. (SOLANACEAE)

MONTEIRO, F.S.

P6s-Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagao de Mestrado, CCS/LTF/UFPB (2009).

ABSTRACT

Solanum paludosum Moric. (Solanaceae) is an herbaceous species,
known popularly as "jurubeba-roxa" in the Northeast of Brazil (AGRA;
BHATTACHARYYA, 1999). The chemical and pharmacological studies with root
bark of this species showed the presence of glycoalkaloids, and that the ethanol
extract and aqueous phase obtained the same parts showed spasmolytic activity
(ATAIDE, 1982; BARBOSA-FILHO et al., 1991; BASILIO, 2008). As glycoalkaloids
are known to present cytotoxicity and many species of Solanum present
spasmolytic activity, decided to study the total alkaloids fraction from root bark of
S. paludosum (FAT-SP) on the cytotoxic potential in rat's erythrocytes and to
investigate the spasmolytic activity in rat uterus, rat aorta and guinea-pig ileum
and trachea. FAT-SP did not show hemolytic activity but presented non-selective
spasmolytic effect. The preliminary pharmacological screening showed that
FAT-SP on rat uterus, did not inhibit the oxytocin (10?1U/mL)-induced phasic
contractions, but significantly inhibited the CCh (10 M)-induced phasic
contractions (ICso = 178.8 £ 7.1 pyg/mL). On guinea-pig trachea, was about 2.2
times more potent in relax the trachea pre-contracted with CCh 10°M in the
absence (ECs0=159.4 + 23.0 pg/mL) than in the presence
(ECs0=353.2 £15.2 pug/mL) of functional epithelium; on guinea-pig ileum, inhibited
the CCh (10 M)-induced phasic contractions (ICso = 129.8 + 3.7 pg/mL) and was
more potent in relation to histamine (10° M)-induced contractions
(Emax = 18.4 + 2.3%) and on rat aorta, we observed that FAT-SP relaxes the rat
aorta pre-contracted with phenylephrine 3 x 10”7 M of manner more potent in the
presence (ECso = 75.4 £ 6.2 yg/mL) than absence (ECso = 242.8 = 11.7 ng/mL) of
functional endothelium. According with the parameter of potency FAT-SP was
more potent on guinea-pig ileum and rat aorta. Thus, we decided to investigate a
possible mechanism of action in these organs. FAT-SP relaxed in a significant
and concentration dependent manner the guinea-pig ileum pre-contracted with
10°M CCh (ECsp = 37.4 + 3.2 pg/mL) or histamine (ECso = 54.2 + 2.9 ug/mL), but
not with 40 mM KCI (Emax = 28.6 £ 2.8%). Since, FAT-SP was more potent to relax
the ileum pre-contracted with carbachol, this is suggestive the involvement of
muscarinic receptors in this effect. This hypothesis was confirmed in functional
level by the observation that the FAT-SP shifted to the right the cumulative
concentration-response curves to CCh without changing the Epna, Which is
characteristic of competitive antagonism to the CCh. The relaxation produced by
FAT-SP on rat aorta in the presence of L-NAME 10° M
(ECs0 = 147.0 £ 22.1 ng/mL), the NO synthase inhibitor, was attenuated, but not in
the presence of atropine 10°® M (ECso= 93.3 +10.0 pg/mL), a non-selective
muscarinic receptor antagonist, or indomethacin 10° M
(ECs0=90.7 £ 13.2 ug/mL), a non-selective COX inhibitor, thus suggesting the
involvement of the endothelial NO synthase. Furthermore, in the presence of
hydroxocobalamin 3 x 10° M (ECso = 294.9 + 20.4 ug/mL), a scavenger of NO, or
oDQ 10° M (ECs0=228.2 £ 30.9 yg/mL), a selective blocker of soluble GC, the
relaxation curve of FAT-SP was attenuated, suggesting the involvement NO/CG
pathway in the spasmolytic effect of the FAT-SP.
Keywords: Solanum paludosum, cytotoxic activity, spasmolytic effect, muscarinic
receptor, nitric oxid pathway.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura da solamargina
Figura 2 — Solanum paludosum Moric.

Figura 3 — (A) espectrofotdbmetro Ultraspec 1100 pro; (B) sistema para o
registro das contragbes isotonicas composto por cuba para banho de
orgéos isolados, alavanca de inscrigcdo frontal e cilindro esfumacado de
um quimoégrafo e (C) sistema para o registro das contracdes isométricas
composto por cuba, transdutor de for¢a, amplificador e aquisi¢do digital

Figura 4 — Registro original representativo das curvas concentragdes-
resposta cumulativas ao CCh na auséncia (A) e na presenga (B) de
750 pg/mL da FAT-SP.

Figura 5 — Registros originais representativos do efeito relaxante da
FAT-SP na auséncia (A) e na presenca de L-NAME (B).

Figura 6 — Registros originais representativos do efeito relaxante da
FAT-SP na auséncia (A) e na presenca de hidroxocobalamina (B).

Figura 7 — Registros originais representativos do efeito relaxante da
FAT-SP na auséncia (A) e na presenca de ODQ (B).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

XV

20

40

43

46

49


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XVI

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Efeito hemolitico da FAT-SP em eritrocitos de rato. 31
Triton X 100 1% (controle positivo) e NaCl + CaCl, (controle negativo).

Gréafico 2 — Efeito da FAT-SP frente as contragfes fasicas induzidas por 33
10"2UI/mL de ocitocina (A) ou 10° M de CCh (B) em Utero isolado de rata.

Gréafico 3 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de traquéia de 34
cobaia pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca ou na auséncia de
epitélio funcional.

Gréafico 4 — Efeito da FAT-SP frente as contragfes fasicas induzidas por 36
10° M de histamina (A) ou de CCh (B) em ileo isolado de cobaia.

Gréafico 5 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato 37
pré-contraidos com 3 x 10”7 M de fenilefrina na presenca e na auséncia de
endotélio funcional.

Grafico 6 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre o ileo de cobaia pré- 39
contraido com 40 mM de KCI, 10 "® M de CCh ou de histamina.

Grafico 7 — Curvas concentragdes-resposta cumulativas ao CCh na 41
auséncia e na presenca da FAT-SP: 27; 81; 243; 500 e 750 pg/mL, em
ileo isolado de cobaia.

Gréfico 8 — Valores de CEso do CCh na auséncia (controle) e na presenca 41
de diferentes concentragdes da FAT-SP

Grafico 9 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta isolado de 44
rato com endotélio funcional na auséncia e na presenca de atropina ou de
indometacina em (A) e de L-NAME em (B).

Gréafico 10 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato 47
com endotélio funcional na auséncia e na presenca de hidroxocobalamina.

Gréafico 11 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato 50
com endotélio funcional na auséncia e na presencga de ODQ.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XVII

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicao da solugéo de De Jalon. 17
Tabela 2 — Composicdo da solugcéo de Krebs modificado. 18
Tabela 3 — Composicdo da solugcéo de Krebs normal. 18

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XVIII

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 — Processo para obtengéo da FAT-SP, a partir da casca da 11
raiz de Solanum paludosum Moric.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

[Ca™],
[Ca®;-CaM]
[K'e

AA

ACh

AMPc
ANOVA
Ca”*-ATPase
CCh

Cay

CavL

CExp
Clso

DAG
DMSO
e.p.m

Emax

FAT-SP

FEN
FHDEs
FRDEs
Gi2n13

Gq/ll

LISTA DE ABREVIATURAS

concentracao intracelular do ion calcio
complexo calcio — calmodulina
concentragdo extracelular do ion potassio
acido araquiddnico

acetilcolina

monofosfato ciclico de adenosina

analise de variancia

bomba de Ca**

carbacol

canais de calcio dependentes de voltagem

canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L

XIX

concentracdo de uma droga que produz 50% de seu efeito

maximo

concentracdo de uma substancia que inibe 50% do efeito

maximo produzido por um agonista
diacilglicerol

dimetilsulféxido

erro padréo da média

efeito méximo

fracdo de alcaldides totais obtida das raizes de Solanum

paludosum Moric.

fenilefrina

fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
fatores relaxantes derivados do endotélio
proteina Gz € 13

proteina Gqe Gi1

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XX

GC ciclase de guanilil

GMPc monofosfato ciclico de guanosina

GTP trifosfato de guanosina

IP3 1,4,5—trisfosfato de inositol

L-NAME cloridrato de N-omega-nitro-L-arginina metil éster
LTF laboratério de tecnologia farmacéutica

MLC cadeia leve da miosina

MLCK cinase da cadeia leve da miosina

MLCP fosfatase da cadeia leve da miosina

NO oxido nitrico

OoDQ 1H-[1,2,4]oxadiazol-[4,3-a]quinoxalina-1-ona
PGl, Prostaciclina

PKA proteina cinase A

PKG proteina cinase G

RS reticulo sarcoplasmatico

RhoA pequena proteina Rho ligante de GTP

ROK cinase associada a pequena proteina Rho ligante de GTP
X+e.p.m. média + erro padrdo da média

UFPB Universidade Federal da Paraiba

OBS.: as abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relacdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convengdes adotadas
universalmente.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

SUMARIO

L INTRODUGAO ...
2 OBIETIVOS .. et e s
2.0 GIAL e e
2.2 ESPECITICOS ...ttt e
3 MATERIAL E METODOS ...ttt st
L MAEETIAL ...t et
3.1.1 Material DOtANICO ........ccoviiiiiiieiie e
3.1.2 Preparacao da solucdo da fracdo de alcaldides totais .....................
3oL 3 ANIMEUS ...ttt et a e e e e e e e e e e
3.1.4 SUDSTANCIAS ....cevviiiiiiiiie e
3.1.5 SOIUGOES NULITLIVAS ....coeeiieiiieeeeie e
3.1.6 APArelNAOEIM ...c.eiiiiiiiiee e
KA |V =] (oo [0 LS PPUT R PPOTPPRTRT
3.2.1 Avaliacao toxicologica da FAT-SP .......ccccciiiiiiiiiiieeeeeeee e
3.2.1.1 Efeito da FAT-SP em eritrOcitos de rato...........ccceeeeeeeiiiiieieeenennee

3.2.2 Triagem farmacoldgica preliminar ...........ccccccooiiiiiieiiieniieee e

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

XXI


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XXII

3.2.2.1 Efeito da FAT-SP frente as contracdes fasicas induzidas por ocitocina

ou por CCh em Utero iS0Iado de Fata .........oooeiiiiiiiiieen e 22

3.2.2.2 Efeito da FAT-SP sobre as contragfes tonicas induzidas por CCh em

traquéia isolada de CODAIA .........c.oiiiiiiiiiiiiii e 23

3.2.2.3 Efeito da FAT-SP frente as contra¢des fasicas induzidas por histamina

ou por CCh em ileo isolado de CODaIA. ..........coiuueiiiieii e 24

3.2.2.4 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina

em anéis de aorta iSOlada e ra0 ........cvee i 25

3.2.3 Investigagdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP

T 1 (Yo W ITo] F=Te [0 W (SN el ] o 1= 1 - VOO 26

3.2.3.1 Efeito da FAT-SP sobre as contragfes tonicas induzidas por KCI, por

CCh 0U POF NISTAMINGA. ... eeiiie it e e e e 26

3.2.3.2 Efeito da FAT-SP frente as curvas contra¢des-resposta cumulativas ao

3.2.4 Investigagdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP

em anéis de aorta isolada de rato com endotélio funcional...........ccovveveeeieeeeennn.. 27

3.2.4.1 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de L-NAME, atropina ou

[1gTelo]agT]e= ol | F= PP PP PPPPPPN 27
3.2.4.2 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de hidroxocobalamina ...... 28
3.2.4.3 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de ODQ..............ccceeiinnnnnne 28
3.2.5 ANAIISE EStALISTICA. ... .uveeeieeeeeiititiie ettt e e e e ee e e e anes 29

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XX

4 RESULTADOS .ottt e ettt e e e e e e e e e eeaan e e eeeennans 30
4.1 Avaliagdo toxicoldgica da FAT-SP ... 31
4.1.1 Efeito da FAT-SP em eritrOCitoS de rato..........ccoeviiviiiieiiiiiiiiiee e 31
4.2 Triagem farmacolOgica Preliminar ............ooueeieieareiiiee e 32

4.2.1 Efeito da FAT-SP frente as contra¢gdes fasicas induzidas por ocitocina ou

por CCh em (tero iSOlado de rata .........oooeiiiiiiiiiii e 32

4.2.2 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tbnicas induzidas por CCh em

traquéia isolada de CODAIA. .........c.uiiii i 34

4.2.3 Efeito da FAT-SP frente as contrac¢des fasicas induzidas por histamina ou

por CCh em ileo isolado de CODaIa ..........cccuvviiiiiiiiiiiiie e 35

4.2.4 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina

em anéis de aorta iSolada e rat0 .......cceee e 37

4.3 Investigagdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da  FAT-SP

T 1 (Yo W ITo] F=To [0 W (SN el ] o 1= 1 - VOO 38

4.3.1 Efeito da FAT-SP sobre as contragfes tonicas induzidas por KCI, por CCh

OU POF NSTAMINGL. ...ttt et e e et e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeaaenes 38

4.3.2 Efeito da FAT-SP frente as curvas contra¢des-resposta cumulativas ao

4.4 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da  FAT-SP

em anéis de aorta isolada de rato com endotélio funcional...........cccveeveeeeeeeeennn.. 42

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

XXIV

4.4.1 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de L-NAME, atropina ou

[1gTelo]agT] = Tod | F- TP TP TP PP PPPPPN 42
4.4.2 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenga de hidroxocobalamina.......... 45
4.4.3 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenga de ODQ.........cccccvvveeriiennnenn. 48
5 DISCUSSAD ..ottt ettt ettt 51
B CONCLUSOES ...ttt ettt et 62
T PER S P E T I A S ettt e e e eeaes 64
REFERENCIAS ...ttt ettt 67

ANEXO A- Certiddo de aprovacdo do projeto pelo comité de ética em

pesquisa animal (CEPA/LTE) .. 81

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Introducao

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Introducdo 2

1 INTRODUCAO

A busca para o alivio e/lou a cura das doencas pelo homem por
milhares de anos era conseguida através da utilizagdo dos produtos naturais, 0s
quais existiam na forma de tinturas, chas e pos (BALICK, 1997; VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Antes da “era sintética”, no inicio do ano de 1900, registrou-se que 80%
dos remédios eram obtidos através de raizes, cascas e folhas (MCCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Na década de 40, com a segunda guerra mundial, os conflitos entre os
povos impulsionaram o desenvolvimento tecnolégico, principalmente da inddstria
farmacéutica. Esta aproveitou o desenvolvimento da informatica e investiu no
planejamento racional de farmacos. A idéia que se tinha era a de que seria possivel
a descoberta de moléculas biologicamente ativas e que combateriam todos os males
da sociedade. Porém, a industria farmacéutica em 2004 divulgou que o investimento
na quimica computacional ndo correspondeu ao langcamento de farmacos
inovadores. Além disso, a maioria da populacdo ndo tem poder aquisitivo para
compra de medicamentos inovadores (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Diante disso, houve um ressurgimento dos produtos naturais para a
descoberta de novos farmacos ou mesmo de fitoterapicos, 0 que incentivou a
pesquisa cientifica para a comprovacdo dos efeitos observados empiricamente
(SIXEL; PECINALLI, 2005; LOPES, 2006).

As plantas sdo consideradas verdadeiros laboratérios fornecedores dos
mais variados principios ativos ou metabdlitos especiais que representam auténticos

protétipos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos (BARREIRO, 1990).

O Brasil € um importante fornecedor de material botanico para o
mercado farmacéutico nacional e internacional, devido a diversidade de plantas que

apresenta. Por exemplo, a pilocarpina obtida das folhas do jaborandi (Pilocarpus
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microphyllus Stapf ex Wardleworth, Rutaceae); alfa-bisabolol, obtido da madeira de
candeia (Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish, Asteraceae) e rutina, obtida
dos frutos da favela (Dimorphandra mollis Benth., Fabaceae) (BRANDAO et al.,
2008).

A regido Nordeste do Brasil apresenta uma flora rica em varias familias,
entre elas, a Solanaceae que compreende 106 géneros e aproximadamente 2300
espécies (OLMSTEAD et al., 1999).

Muitas espécies da familia Solanaceae sao utilizadas na alimentagéo
humana, por exemplo, a batatinha (Solanum tuberosum L.), o tomate (Solanum
lycopersicum L.), a berinjela (Solanum melongena L.) e a pimenta malagueta
(Capsicum frutescens L.); bem como produtoras de drogas de interesse
farmacoldgico, por exemplo a atropina (Atropa belladonna L.), a nicotina (Nicotiana
tabacum L.) entre outras (AGRA, 2000).

O género Solanum, pertencente a familia Solanaceae, é um dos mais
amplos do reino vegetal com cerca de 1700 espécies (HUNZIKER, 2001). No Brasil,
0 género esta representado nas regides Sudeste com 193 espécies (CARVALHO,
COSTA; DUARTE, 1996), Sul com 87 (MENTZ; OLIVEIRA, 2004) e Nordeste com 80
espécies (AGRA, 1999). Este género tem sido bastante estudado devido
principalmente as atividades biolégicas apresentadas por varias de suas espécies, e
tem como caracteristica a producdo de uma variedade de glicoalcaldides
(FERREIRA et al., 1996).

Em relacdo as atividades biolégicas apresentadas por espécies do
género Solanum podemos citar as atividades hipotensora, apresentada por Solanum
paniculatum L., Solanum stipulaceum Roem.; Schult., Solanum melongena L e
Solanum sisymbrifolium Lam. (ALMEIDA et al., 1985; RIBEIRO et al., 1986; SHUM;
CHIU, 1991; IBARROLA et al., 2000; RIBEIRO et al., 2002); antitumoral, relatada
para Solanum dulcamara L. e Solanum sodomaeum L. (KUPCHAN et at., 1965;
CHAM, 1994); depressora sobre o Sistema Nervoso Central, referida para Solanum
nigrum L. (PEREZ et al., 1998); antimicrobiana, mencionada para Solanum torvum
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Sw. (CHAH; MUKO; OBOEGBULEM, 2000) e moluscicida, apresentada por Solanum
aculeastrum Dunal (WANYONYI et al., 2002). Além dessas atividades, muitas
espécies também apresentam efeito espasmolitico, como por exemplo, Solanum
dulcamara L. (BOYD, 1928), Solanum torvum Sw (BHAKUNI et al., 1969), Solanum
indicum L (ABRAHAM et al., 1986). Solanum paraibanum Agra (OLIVEIRA et al.,
2001; SILVA, 2007), Solanum jabrense Agra; Nee (CAVALCANTE, 2001,
CLAUDINO, 2003), Solanum agrarium Sendtn., (SANTOS et al.,, 2004), Solanum
megalonyx Sendtn e Solanum asterophorum Mart. (OLIVEIRA et al., 2006a,b),
Solanum paniculatum L. (SILVA, 2006) e Solanum asperum Rich (COSTA, 2006;
CORREIA, 2007; GARCIA, 2007).

Os glicoalcal6ides presentes no género Solanum apresentam-se como
alcal6ides esteroidais glicosilados que sédo formados a partir de unidades
isoprénicas. Consistem em dois componentes estruturais basicos (Figura 1): uma
parte hidrofébica, com esqueleto colestano de 27 carbonos (aglicona), e outra
hidrofilica, com uma cadeia lateral formada por unidades de aldoses (D-glicose, D-
galactose, D-xilose e L-ramnose) geralmente ligadas a posicdo 3-hidroxi das
agliconas, podendo conter de uma até quatro unidades de aldoses (SCHREIBER,
1968). Esses glicoalcaléides sédo produzidos pelas plantas com a finalidade de
defesa contra insetos e microrganismos (JADHAV et al., 1997). Além disso, muitos
glicoalcaldides séo citotoxicos, por exemplo, solamargina de Solanum incanum
Chinese, que possui potente atividade citotdxica em hepatécitos humanos (Hep3B) e
fibroblastos de pele normal (HSU et al., 1996; KUO et al., 2000).

Com a descoberta de que as agliconas dos glicoalcaléides podem ser
utilizadas comercialmente como precursores de horménios esteroidais, aumentou o
interesse por espécies do género Solanum (SATO et al.,, 1951; KUHN; LOEW;
TRISCHMAN, 1952). Além do mais, muitas atividades biolégicas apresentadas por
espécies do género Solanum sdo atribuidas a presenca de glicoalcaldides, por
exemplo, as atividades antipirética e antiinflamatoria apresentadas pela fracédo
glicoalcaloidica da espécie Solanum linguistrinum Lood. (DELPORTE et al., 1998);
antiviral contra Herpes genitalis, Herpes simplex e Herpes zoster apresentada pelos
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glicoalcaldides solamargina e solasonina de Solanum americanum Miller (CHATAING
et al., 1999); antibacteriana contra Corynebacterium sepedonicum apresentada por
a-chaconina e a a-solanina de Solanum tuberosum L. (PAQUIN; LACHANCE, 1964);
antitumoral atribuida aos glicoalcaléides solamargina e solasonina de Solanum
sodomaeum L. (CHAM, 1994).

OH

HO

Figura 1 — Estrutura da solamargina (SILVA et al., 2006).

A espécie Solanum paludosum Moric. (Figura 2) estd incluida no
subgénero Leptostemonum que se apresenta na forma de arbusto, sendo conhecida
popularmente como “jurubeba”, “jurubeba-roxa” ou “jurubeba-brava”, e é utilizada na
medicina popular para o tratamento de problemas hepéticos (AGRA;
BHATTACHARYYA, 1999). Esta espécie possui ampla distribuicdo, ocorrendo na
Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa e no Brasil (de Norte a Sudeste),
em areas costeiras, orlas de matas, restingas, tabuleiros, em solos arenosos, argilo-
arenosos e salinos (AGRA, 2004).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado no Chemical
Abstract, NAPRALERT (NAtural PRoducts ALERT), teses, dissertacdes e sites de
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busca, Solanum paludosum vem sendo estudada do ponto de vista, botanico,

quimico e farmacoldgico.

Figura 2 — Fotografia de Solanum paludosum Moric. (Solanaceae).

A primeira descricdo botanica de S. paludosum foi feita por Stefano
Moricand (1833-1846), que descreve o0 seu habitat em lugares pantanosos. Isto
originou o nome do epiteto “paludosum”, de palustre, alagado (ATAIDE, 1982). Ja o
estudo farmacobotanico, descreve as diferencas macroscépicas e microscopicas das
folhas, caules e raizes de S. paludosum em relacdo a outras espécies de Solanum
(BASILIO; AGRA; BHATTACHARYYA, 2007).

Os estudos do ponto de vista quimico foram realizados com a casca da
raiz, os frutos e as partes aéreas de S. paludosum. Os constituintes majoritarios
isolados da casca da raiz e dos frutos sao alcalbides esteroidais e seus glicosideos
(BHATTACHARYYA, 1984; BARBOSA-FILHO et al., 1991; VALVERDE et al., 1993;
BASILIO, 2008), ja das partes aéreas s&o os flavonoéides (SILVA et. al., 2002).
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Os estudos farmacoldgicos realizados com o extrato etanélico e sua
fase aguosa da casca da raiz de S. paludosum mostraram atividades espasmolitica
em jejuno isolado de rato e hipotensora em ratos (ATAIDE, 1982). Além disso, foi
realizada uma monitoracdo farmacoldgica de extratos fases e flavonoides isolados,
obtidos das partes aéreas de S. paludosum, em musculos lisos de aorta isolada de
rato, Utero isolado de rata, traquéia e ileo isolados de cobaia e observou-se atividade
espasmolitica ndo seletiva (SILVA et al., 2002; DUARTE et. al., 2003; SILVA, 2005;
SANTOS, 2006).

Ha um grande interesse em se investigar drogas obtidas diretamente
de plantas ou seus derivados que atuem sobre a musculatura lisa, pois esse musculo
€ o principal responsavel pelo controle da maioria dos érgdos ocos dos sistemas do
corpo. As células da musculatura lisa estdo presentes nas paredes de varios 6rgaos
do corpo, incluindo os vasos sanguineos, estbmago, intestinos, bexiga e vias aéreas
(WEBB, 2003).

No musculo liso um aumento na concentracdo de célcio intracelular
[Ca®"]; é a causa priméria para a producdo da contracéo e esta igualmente envolvida
na proliferacdo celular no masculo liso (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A regulacao
funcional da [Ca®'];, para dar inicio a uma resposta contréatil no misculo liso depende
de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o acoplamento
eletromecanico, que esta envolvido com a mudanca do potencial de membrana e o
acoplamento farmaco-mecéanico, que acontece quando a contracdo promovida por
um agonista € maior que a observada s6 com a mudanca do potencial de membrana
(Vm) (REMBOLD, 1996).

Na busca por substancias que interfiram na sinalizacdo do Ca®" o
musculo liso se tornou uma alternativa para o desenvolvimento de técnicas que
possibilitem essa investigacdo (KARAKI et al.,, 1997). O célcio € um importante
segundo mensageiro que desempenha um papel necessario a uma grande variedade
de processos biologicos, incluindo a regulacdo enzimatica, expressao génica, trafego
de proteina, proliferacdo celular, apoptose, e a coordenacdo do acoplamento
excitagdo-contragdo do musculo (CARAFOLI, 2002). Em geral, existem duas fontes
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deste fon sinalizador na célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca*
através dos canais na membrana plasmatica, e outra intracelular representada pelos
estoques internos, principalmente o reticulo sarcoplasmatico (R.S.) que liberam Ca*
para o citosol (PAN; MA, 2003).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil através do
acoplamento eletromecénico sado devido a uma despolarizagdo de membrana
diretamente pelo aumento da concentracdo externa de K™ ([K']e) ou indiretamente
pela ligacdo dos agonistas aos seus receptores levando a abertura de canais de
célcio dependentes de voltagem (Cay), causando influxo de Ca?* no citoplasma e,
consequentemente, a contracao (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos farmaco-mecéanicos da contracdo incluem (1) aumento
de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) por ligagdo do agonista com
0 receptor ativando a proteina Ggy11-fosfolipase C (PLC). O IP3 liga-se a um receptor
de IP; permitindo a liberacédo de Ca** dos estoques intracelulares que favorecera a
formacdo do complexo Ca?*;-CaM disparando o inicio do mecanismo contratil
(GARRET; GRISHAM, 1995); (2) aumento do influxo de Ca*" através da abertura do
canal de Ca®" tipo L por um mecanismo que ndo envolve mudanca no potencial de
membrana e (3) liberacdo do Ca*" induzida por Ca*" através de receptores de
rianodina (sensiveis a cafeina) presentes na membrana do RS (KOMORI et al.,
1995).

A diminuicdo dos niveis de Ca®" intracelular para os niveis basais
desativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O relaxamento do musculo liso
ocorre através da acdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), que
desfosforila a cadeia leve da miosina (MLC). Esta reacgéo € relativamente lenta, por isso
as contragfes do musculo liso séo tipicamente mais sustentadas e se dissipam mais
lentamente que as do musculo estriado (GARRET; GRISHAM, 1995).

Ha na literatura o relatado de uma via alternativa que contribui para a
contracdo no musculo liso, a modulagdo da MLCP. O equilibrio entre a MLCK e a
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) age como um mecanismo regulador
reversivel de fosforilagdo/desfosforilagdo que integram a contragcdo no musculo liso
(WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A MLCP consiste em 3 subunidades: uma
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catalitica, PP1c; uma regulatéria, MYPT1 e outra de 20 KDa de funcdo ainda
desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003). A inibicdo da MLCP ¢é iniciada pela
ativacao da pequena proteina ligante de GTP (RhoA), dependente de Giz/13. A RhoA-
GTP estimula a sua cinase associada (ROK) (KIMURA et al., 1996; KARAKI et al.,
1997; HORI; KARAKI, 1998) e uma fosfolipase D (PLD) especifica para
fosfatidilcolina, liberando acido fosfatidico que é desfosforilado a diacilglicerol (DAG)
levando a ativacdo sustentada da proteina cinase C (PKC) (EXTON, 1997). A
ativacéo desta cinase pode resultar da ativagado, dependente de Gy, da fosfolipase C
(PLC) que forma DAG a patrtir da hidrdlise do 4,5-bifosfato de inositol (PIP2). A ROK e
a PKC agem isolada ou cooperativamente para inibir a atividade da MLCP
(SOMLYO; SOMLYO, 2000). Embora a ROK fosforile diretamente a MLC
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua acao principal na sensibilizacdo do calcio parece ser
a inibicdo da MLCP, esta acdo se d& pela fosforilagdo direta dos residuos Thr696 e
Thr853 da MYPT1 humana. A ROK pode também fosforilar o residuo Thr38 da
proteina inibitoria endégena CPI-17, aumentando assim sua poténcia inibitoria sobre
a MLCP por mais de 1000 vezes (SOMLYO; SOMLYO, 2003).

O relaxamento do mdsculo liso pode ocorrer pelo mecanismo
eletromecéanico que é a hiperpolarizagdo. Este evento pode ocorrer diretamente, pela
abertura de canais K* na membrana celular, que pode ser produzida por drogas (por
exemplo: cromacalina, levcromacalina e nicorandil) ou pelos fatores hiperpolarizantes
derivado do endotélio (FHDEs) (NAGAO; VANHOUTTE, 1993; CAMPBELL et al.,
1996; VANHEEL; VAN DE VOORDE, 2000; MEDHORA et al., 2001; ARCHER et al.,
2003), portanto aumentando o efluxo de K* da célula (EDWARDS; WESTON, 1990;
GURNEY, 1994). Ou indiretamente, em funcéo da liberacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDEs), como o oOxido nitrico (NO) (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980), ou a prostaciclina (PGl,) (DUSTING; MONCADA; VANE, 1977). O
NO ativa uma ciclase de guanilil (GC) soluvel, produzindo monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc), o aumento na [GMPc] ativa uma proteina cinase G (PKG). Enquanto
gue a ligacdo da PGl; ao seu receptor ativa diretamente uma ciclase de adenilil (AC)
particulada, resultando na formag&do do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que

ativa a proteina cinase A (PKA), e em altas concentracdes ativa a PKG. Em ambos
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0s casos, 0 resultado é a ativacdo de canais de K* por essas cinases (LINCOLN et
al., 1996). Dessa maneira, a hiperpolarizacdo reduz o influxo de Ca?" através dos
CayL, diminuindo portanto a [Ca®'];,
a contracao (REMBOLD, 1996).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento farmaco-

a fosforilagdo da miosina e, consequentemente,

mecanico incluem: (1) Aumento na atividade da enzima Ca’" — ATPase (bomba de
Ca*"), tanto do R.S. como da membrana plasmatica, através da fosforilacdo pela PKG
elou PKA, levando a um aumento do sequestro e da extrusdo de Ca*,
respectivamente, diminuindo assim a [Ca®'];; (2) Diminuicdo da formacdo do IP; e
consequente diminuicdo da liberacéo de Ca?* dos estoques intracelulares sensiveis ao
IP3; (3) Reducéio da [Ca®']; via GMPc/PKG ou AMPc/PKA por diminuir o influxo de Ca**
indiretamente, por hiperpolarizagdo, ou por agir diretamente nos Ca,L inativando-os e

#*]; por ativacéo do trocador Na*/Ca** na membrana

finalmente (4) Diminuicdo da [Ca
plasmatica (BLAUSTEIN, 1989).
Diante dessas premissas e tendo em vista que muitos glicoalcaldides
presentes em espécies de Solanum sao citotoxicos e além disso, varios estudos
mostram que S. paludosum apresenta atividade espasmolitica, decidimos avaliar o
potencial citotdxico, bem como, investigar uma possivel atividade espasmolitica com
a fracdo de alcaldides totais obtida da casca da raiz de S. paludosum Moric.

(FAT-SP) (Esquema 1).
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Esquema 1 — Processo para obtengdo da FAT-SP, a partir das cascas das raizes de
Solanum paludosum Moric. (comunicag&o pessoal®).

- extragao em Soxhlet (MeOH 95 %)
- rotavapor

- dissolvido em H,SO, (5 %)
- particdo com éter

- NaxCOs3 (pH ~ 9)
- pernoite
- filtrar

—

‘Dados fornecidos pelo pesquisador Jnanabrata Bhattacharyya colaborador do Laboratério de
Quimica Organica do LTF/UFPB.
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Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o estudo farmacolégico da familia Solanaceae,
fornecendo conhecimento relativo as atividades farmacoldgicas da espécie Solanum
paludosum Moric., especialmente com o estudo da fragdo de alcaldides totais
(FAT-SP) obtida das cascas das raizes desta espécie, com a finalidade posterior de
descobrir drogas com melhor potencial terapéutico ou que sirvam como ferramenta

farmacoldgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial citotoxico da FAT-SP em eritrocitos de rato.

Investigar um possivel efeito espasmolitico da FAT-SP através da

abordagem “in vitro” em Utero isolado de rata; traquéia e ileo isolados de cobaia e

aorta isolada de rato.

Avaliar o mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP no(s) 6rgéo(s)

em que esta se apresentar mais potente.
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Material e Metodos
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material Botanico

A espécie Solanum paludosum Moric. foi coletada no municipio de
Santa Rita-PB, em novembro de 2005. O material botanico foi identificado pela Profa.
Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de Botanica do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” (LTF). A exsicata da planta (Agra
& Basilio 6734) esta depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.1.2 Preparacdo da solucdo da fracdo de alcaldides totais para a realizacéo
dos ensaios farmacoldgicos

A fracdo de alcaldides totais (FAT-SP) foi cedida pelo Prof. Dr.
Jnanabrata Bhattacharyya e era solubilizada em agua destilada até a concentragéo
de 10 mg/mL (solucdo estoque), conservada a 0 °C e diluida em agua destilada de
acordo com a necessidade de cada protocolo experimental. As concentragdes da
FAT-SP foram utilizadas em multiplus 3, sendo a concentragdo submaxima
243 ug/mL. Apenas a concentracdo maxima ndo seguiu essa sequéncia, uma vez
que a concentracdo maxima utilizada em experimentos com 6rgéos isolados é de
500 pg/mL (EXPERIMENTS ON ISOLATED PREPARATIONS, 1970). Quando
nestas concentragdes o efeito observado era superior a 50%, procurava-se a
concentragcdo que dard 0% de efeito.
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3.1.3 Animais

Foram utilizados ratas virgens Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre
150-250 g, ratos Wistar pesando entre 250-350 g e cobaias (Cavia porcellus) de
ambos os sexos pesando entre 300-500 g, todos provenientes do Biotério Prof.
Thomas George do LTF da UFPB.

Antes dos experimentos, os animais eram mantidos sob rigoroso
controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racgao tipo pellets (Purina)
com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo
claro das 06h00 as 18h00. Todos os experimentos eram realizados no periodo de
08h00 as 20h00.

Todos 0s animais eram eutanasiados seguindo o0s principios de
cuidados com animais aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF
(CEPA/LTF), certiddao numero 0204/08.

Em cada protocolo experimental eram utilizados no minimo trés e no

maximo cinco animais.

3.1.4 Substancias

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,4.7H,0), o cloreto de
célcio bi-hidratado (CaCl,.2H,O), o cloreto de magnésio hexa-hidradado
(MgCl,.6H,0), o cloreto de potassio (KCI) e o bicarbonato de sddio (NaHCO3) foram
obtidos da Vetec (Brasil).

O é&cido araquidbnico (AA), o dietilestilbestrol, o dimetilsulféxido
(DMSO), o cloridrato de histamina, o sulfato de atropina, a indometacina, o No-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME), a fenilefrina (FEN), o Triton X-100 e o 1H-
[1,2,4]oxadiazol-[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(EUA).
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O fosfato monossaédico 1-hidrato (NaH2P0O,4.H,0), a glicose (CsH1206) €
o fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4.H,0) foram obtidos da Nuclear (Brasil).

O cloreto de sédio (NaCl), o cloridrato de acetilcolina (ACh) e o
cloridrato de carbamilcolina (CCh) foram obtidos da Merck (Brasil).

A ocitocina foi obtida da Unido Quimica (Brasil). O cloridrato de
hidroxocobalamina foi obtido da Bristol-Myers Squibb (Equador). A mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO.,) foi obtida da White Martins (Brasil).

Todas as substancias foram mantidas em um “freezer” a temperatura
de -20 °C (exceto a hidroxocobalamina que foi mantida a temperatura ambiente),
dissolvidas e diluidas em agua destilada (exceto o acido araquiddnico e o
dietilestilbestrol que foram dissolvidos em etanol absoluto, a indometacina que foi
dissolvida e diluida em solugdo de NaHCO3; a 0,2 M e o ODQ que foi dissolvido em
DMSO).

3.1.5 Solugdes nutritivas

De acordo com os protocolos experimentais realizados eram utilizadas
varias solugdes nutritivas (pH 7,4), aeradas com a mistura carbogénica e mantidas a
37 °C (menos para o experimento com (tero isolado de rata, que era mantido a

31 °C), cujas composicdes estdo descritas a seguir.

Tabela 1 — Composi¢ao da solucéo de De Jalon (DE JALON; BAYO;
DE JALON, 1945)

Substancia Concentracdo (mM)
NacCl 154,0
KCI 5,6
CaCl, 0,27
NaHCO; 5,9
Glicose 2,8
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Tabela 2 — Composi¢ao da solugcéo de Krebs modificado por Sun e
Benishin (1994).

Substancia Concentracdo (mM)
NacCl 117,0
KCI 4.7
NaH;PO4 1,2
MgSO, 1,3
CaCl, 2,5
NaHCOs3; 25,0
Glicose 11,0

Tabela 3 — Composicao da solucéo de Krebs normal

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,6
KH,PO4 11
MgSO, 5,7
CaCl, 2,5
NaHCOs3; 25,0
Glicose 11,0
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3.1.6 Aparelhagem

Para a determinacdo da atividade hemolitica, as solu¢des contendo
eritrocitos de rato eram centrifugadas em centrifuga modelo 206 (FANEM, Brasil) e
as leituras realizadas em espectrofotometro Ultraspec 1100 pro (AMERSHAM
BIOSCIENCES) (Figura 3A).

Para registro das contragfes isotdnicas, 0s 0rgados eram suspensos em
cubas de 6 mL e conectados a uma alavanca isotonica de inscricdo frontal em
cilindros esfumagados de um quimografo (DTF, Brasil) (Figura 3B). As contracdes
isométricas eram registradas através de transdutores de forgca isométricos FORT-10
conectados a um amplificador modelo TMB4M, ambos da World Precision
Instruments, Inc. (WPI) (Sarasota, FL), os quais estavam conectados a uma placa
conversora analdgico/digital (BioData, Brasil) instalada em um computador contendo
o programa BioMed® vers&o Rv2 (Figura 3C).

Os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital
PG 2000 (GEHAKA, Brasil). A temperatura das cubas era controlada com bombas
termostaticas 597 (FISATOM, Brasil) ou do modelo POLYSTAT 12002 (Cole-Palmer,
EUA).

Todas as substancias eram pesadas em balanga analitica modelo

AG200 e os animais em balanca semi-analitica, ambas da GEHAKA (Brasil).
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Figura 3 — (A) espectrofotdmetro Ultraspec 1100 pro; (B) sistema para o registro das
contracfes isotbnicas composto por cuba para banho de orgdos isolados, alavanca
de inscricao frontal e cilindro esfumacado de um quimégrafo e (C) sistema para o
registro das contracbes isométricas composto por cuba, transdutor de forca,
amplificador e sistema de aquisi¢cao digital.
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3.2 Métodos

3.2.1 Avaliagéo toxicolégica da FAT-SP

3.2.1.1 Efeito da FAT-SP em eritrécitos de rato

Esse procedimento seguiu a metodologia descrita por Rangel et al.
(1997). Os ratos pesando entre 200 e 300 g eram mantidos em jejum por um periodo
de 12 horas, tendo acesso a agua ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos
este periodo, eram eutanasiados por deslocamento cervical e uma amostra de
sangue era coletada através do plexo braquial, e imediatamente misturada com uma
solugao (pH = 7,4) de NaCl (0,9%) e CaCl, (10 mM) na proporcao de 1:30 sob
agitacdo lenta e constante para evitar coagulacéo e centrifugada a 2500 rpm durante
5 min para obtencé&o dos eritrocitos. Este procedimento era repetido mais uma vez e
o sedimento da ultima centrifugacdo era ressuspenso a 0,5% em solu¢do de NaCl
(0,9%) e CaCl, (10 mM). A FAT-SP era adicionada a 4 mL da suspensao de
eritrécitos em varias concentracées e em preparagdes diferentes para um volume
final de 4,5 mL. O controle negativo era montado com suspensao de eritrocitos mais
NaCl e CaCl, (0% de hemdlise) e o controle positivo com suspensao de eritrocitos
mais 100 uL de Triton X-100 1% (100% de hemolise). As amostras eram incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo lenta e constante. Decorrido este
tempo eram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 min e a hemolise era quantificada
por espectrofotometria a 540 nm e expressa em percentagem.

Quando a hemdlise era quantificada em até 50% esta era considerada
uma atividade hemolitica moderada, acima disto a hemolise era considerada alta
(PROKOF’EVA et al., 2004).
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3.2.2 Triagem farmacolégica preliminar

3.2.2.1 Efeito da FAT-SP frente as contracdes fasicas induzidas por ocitocina
ou por CCh em utero isolado de rata

As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (1 mg/kg)
por via subcutanea, para indugcédo do estro. Decorrido este tempo, as ratas eram
eutanasiadas por deslocamento cervical seguido de sec¢cdo dos vasos cervicais.
Apés aberta a cavidade abdominal, era feita a disseca¢do do utero colocando-o em
uma placa de Petri contendo soluc&o nutritiva de De Jalon a 31 °C, gaseificada com
carbogénio. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma
incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro
(6 mL). Para estabilizacdo da preparacao, esta era mantida em repouso por 40 min
antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de 0,5g, efetuando neste
periodo, a renovacao da solugdo nutritiva da cuba a cada 10 min. Apds o periodo de
estabilizacdo, duas contragcfes fasicas de amplitudes similares, com intervalos de
15 min, eram obtidas com 10 UI/mL de ocitocina ou 10° M de CCh, concentrac&o
sub-maxima que produz cerca de 80% da resposta maxima, e registradas através de
uma alavanca isotonica de inscricdo frontal em um cilindro esfumagado de um
quimografo. A FAT-SP era incubada por 15 min em preparacdes diferentes e a
inibicdo da resposta submaxima da ocitocina e do CCh era avaliada por comparacao
das respostas antes (controle) e apdés a adicdo a cuba. Os valores de Clsg
(concentracdo de uma substancia que inibe 50% do efeito maximo produzido por um
agonista) eram obtidos por regresséo nao-linear.
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3.2.2.2 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tonicas induzidas por CCh em

traquéia isolada de cobaia

Os cobaias eram sacrificadas por concusséo cerebral seguida por
seccdo dos vasos cervicais. O método de descolamento cervical ndo foi utilizado
para ndo provocar danos devido a um estiramento demasiado da traquéia. O torax
do cobaia era aberto e dissecado, a traquéia era retirada e limpa de todo o tecido
conjuntivo. O o6rgédo era dividido em segmentos, contendo de 3 a 4 anéis de
cartilagem. Os segmentos eram suspensos individualmente através de hastes de aco
inoxidavel em cubas de vidro (6 mL) contendo solugéo nutritiva de Krebs normal sob
tensdo de 1g. Estes segmentos eram mantidos a temperatura de 37°C e
permaneciam em repouso durante 60 min, sendo a solugéo trocada a cada 15 min.
Apés esse periodo de estabilizagdo, eram obtidas duas contracdes tbnicas (com
intervalos de 15 min entre as contra¢cdes), de magnitudes similares induzidas por
10® M de CCh e consideradas como controle.

A integridade do epitélio traqueal era verificada pela adicdo de &cido
araquiddnico (AA) & cuba na concentracdo de 10* M (TSCHIRHART et al., 1987)
durante a fase tdnica da resposta induzida por CCh. Os anéis que apresentaram
relaxamentos iguais ou superiores a 50% eram considerados com epitélio. J& os
anéis de traquéia sem epitélio eram obtidos através da retirada do mesmo por atrito
da parede interna do 6rgdo com uma haste envolta em algoddo e embebida com
solucdo de Krebs. A retirada do epitélio era confirmada pela auséncia de
relaxamento em resposta a adicdo de AA a cuba ou quando este relaxamento era
inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional. Durante a fase
tbnica da segunda resposta ao CCh, a FAT-SP era adicionada de maneira
cumulativa & cuba em preparacdes diferentes. O relaxamento foi expresso como a
percentagem reversa da contracdo induzida por CCh e os valores de CEs
(concentracdo de uma substancia que produz 50% do seu efeito méaximo) foram
obtidos por regressdo néo-linear a partir das curvas concentragdes-resposta obtidas
para a FAT-SP em anéis com e sem epitélio funcional.
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3.2.2.3 Efeito da FAT-SP frente as contra¢gdes fasicas induzidas por histamina

ou por CCh em ileo isolado de cobaia

Os cobaias eram mantidos em jejum ndo hidrico por 18 horas e
eutanasiados por deslocamento cervical seguido por sec¢éo dos vasos cervicais. O
abdémen era aberto e um segmento do ileo de aproximadamente 15cm de
comprimento era retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solucéo
nutritiva de Krebs modificado a 37 °C sob aeragcdo com carbogénio.

Apés cuidadosa dissecacdo, o segmento do ileo era seccionado em
fragmentos de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de
vidro de 6 mL e deixados em repouso por 30 min sob tensdo de 1 g, tempo
necessario para perfeita estabilizacdo da preparacdo. Apos este periodo, duas
contragdes fasicas de amplitudes similares, com intervalos de 15 min, eram obtidas
com 10° M de histamina ou de CCh, concentracéo sub-maxima que produz cerca de
80% da resposta maxima, e registradas através de uma alavanca isotbnica de
inscricdo frontal em um cilindro esfumacado de um quimografo. A FAT-SP era
incubada por 15 min em preparagfes diferentes e a inibicdo da resposta submaxima
da histamina e do CCh era avaliada por comparagao das respostas antes (controle) e
apos a adicao a cuba. Os valores de Clso eram obtidos por regressdo nao-linear.
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3.2.2.4 Efeito da FAT-SP sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por fenilefrina

em anéis de aorta isolada de rato

Os ratos eram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de
seccdo dos vasos cervicais. Os anéis aorticos de 3-5 mm eram obtidos livres de
tecido conjuntivo a partir da aorta toracica. Para obtencdo das respostas isométricas,
0s anéis eram suspensos individualmente por uma haste de aco inoxidavel em cubas
de vidro (6 mL) contendo solugéo de Krebs normal a 37 °C. As preparagdes eram
estabilizadas por um periodo de uma hora, durante o qual eram mantidas sob uma
tensdo de repouso de 1 g. Durante esse periodo, a solugédo nutritiva era renovada a
cada 15 min para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Apbs o periodo de estabilizacdo era induzida uma contracdo com
fenilefrina (3 x 10”7 M) e durante o componente tdnico, 12 a 15 min da resposta, era
adicionado 10°M de acetilcolina a todas as preparacées para verificar a integridade
do endotélio (FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980). O endotélio vascular era considerado
integro quando os anéis aodrticos apresentaram relaxamento igual ou superior a 50%
(AJAY; GILANI; MUSTAFA, 2003). A retirada do endotélio era confirmada pela
auséncia de relaxamento em resposta a adicdo de acetilcolina & cuba ou quando
este relaxamento era inferior a 10%, sendo este anel considerado sem endotélio
funcional. Apés a lavagem, esperava-se 30 min e durante o componente tdnico de
uma segunda resposta ao agonista, a FAT-SP era adicionada, de maneira
cumulativa a cuba, em preparacdes diferentes. O relaxamento foi expresso como a
percentagem reversa da contracao induzida por fenilefrina e os valores de CEsg
foram obtidos por regresséo néo-linear a partir das curvas concentragdes-resposta
obtidas para a FAT-SP em anéis com e sem endotélio funcional.
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3.2.3 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP

em ileo isolado de cobaia

3.2.3.1 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tbnicas induzidas por KCI, por
CCh ou por histamina

O ileo era montado como descrito no item 3.2.2.3. Apds o periodo de
estabilizacdo, uma contragdo sub-maxima, registrada através de transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisi¢cao digital era obtida com 40 mM de
KCI, para verificagdo da funcionalidade do 6rgdo e durante a fase tbnica sustentada
(8 — 10 min) de uma segunda contrac&o induzida por 40 mM de KCI, 10° M de CCh
ou de histamina, a FAT-SP era adicionada de maneira cumulativa a cuba em
preparacoes diferentes. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da
contracdo produzida pelos agentes contrateis. Os valores de CEso foram obtidos por

regressao nao-linear.

3.2.3.2 Efeito da FAT-SP frente as curvas contracdes-resposta cumulativas ao
CCh

O ileo era montado como descrito no item 3.2.2.3. Apds o periodo de
estabilizacdo de 30 min, duas curvas concentragdes-resposta cumulativas similares
eram obtidas com o uso do CCh. Em seguida, na auséncia do CCh, a FAT-SP era
incubada por 15 min em diferentes concentracbes e preparacbes. Passado esse
tempo, uma nova curva concentragcdo-resposta cumulativa ao CCh era obtida, na
presenca da FAT-SP. Comparando-se as poténcias relativas e a eficacia maxima das
curvas de CCh na auséncia (controle) e na presenca da FAT-SP foi avaliado o tipo

de antagonismo.
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3.2.4 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo da FAT-SP em anéis de

aorta isolada de rato com endotélio funcional

3.2.4.1 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de L-NAME, atropina ou

indometacina

A aorta era montada como descrito no item 3.2.2.4. ApOs a obtencdo
das duas curvas similares concentracao-resposta simples a fenilefrina, a preparagéo
com endotélio era incubada, separadamente, por 15 min com 10° M de L-NAME,
bloqueador da sintase do 6xido nitrico (REES et al., 1990), com 10°M de atropina,
antagonista muscarinico ndo seletivo (JAISWAL et al., 1991) ou com 10°M de
indometacina, bloqueador nao seletivo das ciclooxigenases (YAMAMOTO; NOZAKI-
TAGUCHI, 1996). Ainda na presenca dos bloqueadores, uma nova contragcdo com
fenilefrina era obtida. Em seguida, a FAT-SP era adicionada cumulativamente a
cuba, sobre o componente sustentado da contragcdo. O relaxamento foi expresso
como a percentagem reversa da contragao produzida pela fenilefrina. Os valores de
CEsp foram obtidos por regressdo nédo-linear a partir das curvas de relaxamento,

obtidas na auséncia e na presenca dos bloqueadores.
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3.2.4.2 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenc¢a de hidroxocobalamina

A aorta era montada como descrito no item 3.2.2.4. ApOs a obtencdo
das duas curvas similares concentracao-resposta simples a fenilefrina, a preparagéo
com endotélio integro era incubada por 30 min com 3 x 10°M de cloridrato de
hidroxocobalamina, um sequestrador de NO radicalar (BRODERICK et al., 2005).
Ainda na presencga do bloqueador, uma nova contracdo com fenilefrina era obtida.
Em seguida, a FAT-SP era adicionada cumulativamente a cuba, sobre o componente
sustentado da contracdo. O relaxamento e os valores de CEsy foram determinados

como descrito no item 3.2.4.1.

3.2.4.3 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de ODQ

A aorta era montada como descrito no item 3.2.2.4. ApGs a obtenc¢éo
das duas curvas similares concentracao-resposta simples a fenilefrina, a preparagéo
com endotélio era incubada por 15 min com 10°M de ODQ, bloqueador especifico
da ciclase de guanilil solivel (GARTHWAITE et al., 1995). Ainda na presencga do
bloqueador, uma nova contracdo com fenilefrina era obtida. Em seguida, a FAT-SP
era adicionada cumulativamente a cuba, sobre o componente sustentado da
contracdo. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracéo
produzida pela fenilefrina. O relaxamento e os valores de CEsg foram determinados

como descrito no item 3.2.4.1.
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3.2.5 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (X £ e.p.m.) e foram analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” ou
analise de variancia (ANOVA) “one-way” ou “two-way” seguido do pods-teste de
Bonferroni, onde os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os valores
de Clsp € CEs5p (JENKINSON et al., 1995) foram calculados por regressao néo linear
para todos os experimentos realizados. Todos os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism versao 3,02 (GraphPad Software Inc., San Diego CA,
EUA.).
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Resultados
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao toxicologica da FAT-SP
4.1.1 Efeito da FAT-SP em eritrocitos de rato

Na avaliagdo da atividade hemolitica em eritrocitos de ratos, a FAT-SP,

nas concentragdes de 81, 243 e 500 pyg/mL, ndo induziu hemdlise dos eritrécitos de
maneira significante (Gréfico 1, n = 3).
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Gréfico 1 — Efeito hemolitico da FAT-SP em eritrécitos de rato (n = 3). Triton X-100 a
1% (controle positivo) e NaCl + CaCl, (controle negativo). As colunas e as barras
verticais representam a média e o erro padrdo da média, respectivamente. ANOVA

“one-way” seguido do pés-teste de Bonferroni, ***p < 0,001(controle negativo vs.
FAT-SP / controle positivo).
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4.2 Triagem farmacoldgica preliminar

4.2.1 Efeito da FAT-SP frente as contra¢fes fasicas induzidas por ocitocina ou
por CCh em utero isolado de rata

A FAT-SP nédo inibiu de maneira significante as contracdes fasicas
induzidas por 10 UI/mL de ocitocina (Gréafico 2A), mas inibiu de maneira significante
as contra¢des induzidas por 10° M de CCh (Gréfico 2B) em Utero de rata. O valor do
efeito maximo (Emax) da FAT-SP quando o Utero de rata era pré-contraido com
ocitocina foi de 4,0 £ 3,5%, e o valor da Clso quando o utero de rata era pré-contraido
com CCh foi de 178,8 £ 7,1 yg/mL. A responsividade do Utero ao agonista contratil
CCh testado foi restaurada 45 min apds a retirada da FAT-SP da cuba na

concentragédo de 500 pug/mL (dados ndo mostrados).
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Gréfico 2 — Efeito da FAT-SP frente as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL
de ocitocina (A, n = 3) ou 10° M de CCh (B, n = 5) em Utero isolado de rata. As
colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo da média,

respectivamente. ANOVA “one-way” seguido do po6s-teste de Bonferroni, ***p < 0,001
(controle vs. FAT-SP).
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4.2.2 Efeito da FAT-SP sobre as contracdes tonicas induzidas por CCh em
traquéia isolada de cobaia

A FAT-SP relaxou a traquéia pré-contraida com CCh tanto na presenca
como na auséncia de epitélio funcional de maneira dependente de concentracgéo,
apresentando valores de CEsp de 353,2+152 e de 1594+ 23,0 pug/mL,
respectivamente, sendo aproximadamente 2,2 vezes mais potente na auséncia de
epitélio funcional (Gréafico 3). O tempo médio para que a FAT-SP alcancasse o seu
Emax ha presenca de epitélio funcional foi de 126,3 + 10,2 min, sendo
estatisticamente diferente quando se removia o epitelio funcional (72,2 £ 11,4 min). A
contracéo induzida por CCh foi revertida em 80% apds 1 hora da retirada da FAT-SP
da cuba (dados ndo mostrados).
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Gréafico 3 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de traquéia de cobaia pré-
contraidos com 10° M de CCh na presenca (m) ou na auséncia (o) de epitélio
funcional (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a média e o erro
padrdao da média, respectivamente. ANOVA “two way” seguido do pos-teste de
Bonferroni, *p < 0,01 e ***p < 0,001 (com vs sem epitélio).
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4.2.3 Efeito da FAT-SP frente as contracdes fasicas induzidas por histamina ou
por CCh em ileo isolado de cobaia

A FAT-ST inibiu 18,4 + 2,3% as contracdes fasicas induzidas por 10° M
de histamina até a concentracdo de 500 ug/mL (Gréfico 4A), por outro lado, inibiu de
maneira siguinificante e dependente de concentragdo as contragfes fasicas
induzidas por 10° M de CCh (Gréfico 4B). O valor de Cls, da FAT-SP quando o fleo
era pré-contraido com CCh foi de 129,8 + 3,7 ug/mL. A responsividade do ileo ao
agonista contrateil CCh testado foi restaurada 45 min apoés a retirada da FAT-SP da

cuba na concentracéo de 500 uyg/mL (dados ndo mostrados).
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Gréfico 4 — Efeito da FAT-SP frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de
histamina (A, n = 3) ou de CCh (B, n = 5) em ileo isolado de cobaia. As colunas e as
barras verticais representam a média e o erro padrdao da média, respectivamente.

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs.
FAT-SP).
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4.2.4 Efeito da FAT-SP sobre as contragdes tonicas induzidas por fenilefrina em
anéis de aorta isolada de rato

A FAT-SP néo alterou o ténus basal dos anéis de aorta isolado de rato,
mas, relaxou-os quando pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina de maneira
dependente de concentracdo tanto na presenca (CEso= 75,4 + 6,2 ug/mL) como na
auséncia (CEsp = 242,8 + 11,7 upg/mL) de endotélio funcional, sendo
aproximadamente 3 vezes mais potente na presenca de endotélio funcional
(Gréfico 5). O tempo médio para que a FAT-SP alcancasse 0 seu Emax Na presenca
de endotélio funcional foi de 74,4 + 7,4 min, sendo estatisticamente diferente quando
se removia o endotélio funcional (121,0 + 15,1 min). A contracdo induzida por
fenilefrina foi reversivel apés 30 min da retirada da FAT-SP da cuba (dados néo
mostrados).
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Gréfico 5 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato pré-
contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (A) de
endotélio funcional (n = 5). Os simbolos e barras verticais representam a média e o
erro padrdo da média, respectivamente. ANOVA “two way” seguido do pds-teste de
Bonferroni, ***p < 0,001 (com vs sem endotélio).
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4.3 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP em
ileo isolado de cobaia

4.3.1 Efeito da FAT-SP sobre as contragfes tonicas induzidas por KCI, por CCh

ou por histamina

O relaxamento do ileo de cobaia promovido pela FAT-SP foi atenuado
guando pré-contraido com 40 mM de KCI, apresentando um Enax de 28,6 + 2,8%. Por
outro lado, a FAT-SP relaxou o ileo de cobaia de maneira dependente de
concentracdo e significante quando pré-contraido com 10°M de CCh
(CEsp=37,4 + 3,2 pyg/mL) ou de histamina (CEsp = 54,2 £ 2,9 ug/mL), apresentando
uma poténcia relaxante cerca de 1,5 vezes maior quando o 6rgao era pré-contraido
por CCh (Gréfico 6). O tempo médio para que a FAT-SP alcancasse 0 seu Emax foi de
30,5 + 6,4 min e 41,8 £5,0 min para as preparagdes pré-contraidas com CCh e
histamina, respectivamente. A contracdo induzida pelos agentes contrateis testados
foi reversivel apds 45 min da retirada da FAT-SP da cuba (dados ndo mostrados).
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Gréafico 6 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre o ileo de cobaia pré-contraido com

40 mM de KCI (V), 10 "° M de CCh ({) ou de histamina (4) (n = 5). Os simbolos e as
barras verticais representam a média e o erro padrao da média, respectivamente.

ANOVA “two way” seguido do pés-teste de Bonferroni, *p < 0,05 e ***p < 0,001 (CCh
e histamina vs KCI; CCh vs histamina).
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4.3.2 Efeito da FAT-SP frente as curvas contragdes-resposta cumulativas ao
CCh

A FAT-SP nas concentracoes de 27, 81, 243, 500 e 750 pug/mL inibiu de
maneira significante e dependente de concentracdo as contra¢cfes induzidas por
CCh. As curvas cumulativas ao CCh foram desviadas para a direita de forma
paralela, sem alteracdo do Emax (Figura 4 e Gréfico 7). Os valores de CEso para o
CCh foram de 1,5+0,1x 107 M, na auséncia da FAT-SP e 4,5 + 0,5 x 107;
77+06x107:1,9+22x10% 50+4,4x10°e 9,0 + 2,3 x 10° M na presenca das
concentragbes 27, 81, 243, 500 e 750 ug/mL, respectivamente. Comparando-se 0s
valores de CEs, do CCh observa-se diferenca estatistica na presenca de 243, 500 e
750 ug/mL da FAT-SP (Grafico 8).

[t [FAT-SP]
750 pg/mL

15 min

Figura 4 — Registro original representativo das curvas concentracoes-resposta
cumulativas ao CCh na auséncia (A) e na presenca (B) de 750 uyg/mL da FAT-SP. As
setas representam as concentra¢ées cumulativas (10° — 3 x 10 M) em incrementos
de trés do CCh. L = lavagem
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Gréafico 7 — Curvas concentra¢des-resposta cumulativas ao CCh na auséncia (@) e
na presenca da FAT-SP: 27 (0); 81 (m); 243 (O); 500 (A) e 750 ug/mL (A), em ileo

isolado de cobaia (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a média e o
erro padréo da média, respectivamente.
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Gréafico 8 — Valores de CEsp do CCh na auséncia (controle) e na presenca de
diferentes concentragdes da FAT-SP. As colunas e as barras verticais representam a

média e o erro padrdo da média, respectivamente. ANOVA “one-way” seguido do
pos-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. FAT-SP).
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4.4 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP em
anéis de aorta isolada de rato com endotélio funcional

4.4.1 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de atropina, indometacina ou
L-NAME

O relaxamento promovido pela FAT-SP (CEsp = 75,4 £ 6,2 pg/mL) em
anéis de aorta de rato pré-contraidos com fenilefrina, na presenca de endotélio
funcional, ndo foi atenuado na presenca de indometacina um bloqueador da
ciclooxigenase (CEsp=90,7 = 13,2 ug/mL) ou de atropina, um antagonista dos
receptores muscarinicos (CEsp=93,3 £10,0 ug/mL) (Gréfico 9A). Porém, foi
atenuado com reducao do Enax, na presenca de L-NAME, um bloqueador da sintase
do NO (CEsp= 147,0 £ 22,1 ug/mL) (Figura 5 e Grafico 9B). O tempo médio para que
a FAT-SP alcancgasse 0 seu Enaxna presenca do L-NAME foi de 92,3 £ 10,4 min, n&o

diferindo do tempo médio de relaxamento do controle (74,4 £ 7,4 min).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Introducéo 43

A
Ai:h [FAT-SP pg/mL]
Lido |
19
T T 20 min
FEN FEN
B

[FAT-SP pg/mL]

b Vo |

M
L-Ni\ME |

1g

f 25 min
FEN

Figura 5 — Registros originais representativos do efeito relaxante da FAT-SP na
auséncia (A) e na presenca de L-NAME (10° M) (B). As setas representam as
concentragcbes da FAT-SP em incrementos de trés (1 - 750 pg/mL). FEN = fenilefrina
e L = lavagem.
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Gréafico 9 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta isolado de rato com
endotélio funcional (n = 5) na auséncia (A) e na presenca de atropina (10°M) (V)
ou indometacina (10 M) (¢) em (A) e de L-NAME (10° M) (©) em (B). Os simbolos e
as barras verticais representam a média e o erro padrdo da média, respectivamente.
ANOVA “two way” seguido do pés-teste de Bonferroni, *p < 0,05, *p < 0,01 e
***p < 0,001 (controle vs atropina, indometacina e L-NAME).
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4.4.2 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenc¢a da hidroxocobalamina

Na presenca do sequestrador de NO radicalar (hidroxocobalamina), o
relaxamento promovido pela FAT-SP em anéis de aorta de rato pré-contraidos com
fenilefrina na presenca de endotélio funcional (CEso = 75,4 £ 6,2 ug/mL) foi atenuado
e com reducdo do Emax (CEso=294,9 + 20,4 npg/mL) (Figura 6 e Gréfico 10).
Analisando os valores de CEsp observa-se que a poténcia da FAT-SP foi reduzida
cerca de 4 vezes com a presenca do sequestrador. O tempo médio de relaxamento
foi de 100,9 + 7,8 min diferente estatisticamente do tempo médio na auséncia do
sequestrador (74,4 + 7,4 min).
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Figura 6 — Registros originais representativos do efeito relaxante da FAT-SP na
auséncia (A) e na presenca de hidroxocobalamina (3 x 10°M) (B). As setas
representam as concentracdes da FAT-SP em incrementos de trés (1 - 750 pg/mL).
FEN = fenilefrina e L = lavagem.
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Gréafico 10 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato com
endotélio funcional na auséncia (A) e na presenca de hidroxocobalamina (3 x 10 M)
(D) (n = 5). Os simbolos e as barras verticais representam a meédia e o erro padréo
da média, respectivamente. ANOVA “two way” seguido do pds-teste de Bonferroni,
***p < 0,001 (controle vs hidroxocobalamina).
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4.4.3 Efeito da FAT-SP na auséncia e na presenca de ODQ

O relaxamento induzido pela FAT-SP em anéis de aorta de rato pré-
contraidos com  fenilefrina, na presenca de endotélio  funcional
(CEsp= 75,4 = 6,2 ug/mL), foi atenuado e com reducéo do Enax Na presenca de ODQ,
um inibidor seletivo da ciclase de guanilil solivel (CEso=228,2 + 30,9 nug/mL)
(Figura 7 e Grafico 11). Analisando os valores de CEsp observa-se que a poténcia da
FAT-SP foi reduzida cerca de 3 vezes com a presenca do inibidor. O tempo médio de
relaxamento foi de 116,5 + 11,3 min diferente estatisticamente do tempo médio na
auséncia do bloqueador (74,4 + 7,4 min).
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Figura 7 — Registros originais representativos do efeito relaxante da FAT-SP na
auséncia (A) e na presenca (B) de ODQ. As setas representam as concentragdes da
FAT-SP em incrementos de trés (1 - 750 pg/mL). FEN = fenilefrina e L = lavagem.
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Gréfico 11 — Efeito relaxante da FAT-SP sobre os anéis de aorta de rato (n = 5) com
endotélio funcional na auséncia (A) e na presenca de ODQ (10° M) (A). Os simbolos
e as barras verticais representam a média e o0 erro padrdao da média,

respectivamente. ANOVA “two way” seguido do pds-teste de Bonferroni, ***p < 0,001
(controle vs ODQ).
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Discussao
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigados os efeitos citotoxico em eritrocitos de
rato e espasmolitico sobre os musculos lisos (uterino, respiratério, intestinal e
vascular) da fragdo de alcaldides totais obtida da casca da raiz de S. paludosum
Moric. (FAT-SP). Demonstra-se, pela primeira vez, que a FAT-SP apresenta efeito
espasmolitico ndo seletivo, sendo mais potente em ileo isolado de cobaia e aorta
isolada de rato, sem apresentar hemolise em eritrocitos de ratos até a concentracao
de 500 pg/mL.

Baseado no fato de que varios estudos apontam os glicoalcaldides
como compostos que podem causar toxicidade em humanos (MORRIS; LEE, 1984),
bem como muitos serem citotoxicos, como por exemplo, solamargina de Solanum
incanum Chinese que possui atividade citotéxica em hepatdcitos humanos (Hep3B) e
em fibroblastos de pele normal (HSU et al., 1996; KUO et al.,, 2000), avaliou-se
inicialmente o efeito citotoxico da FAT-SP nas concentracbes de 81, 243 e
500 yg/mL em eritrocitos de ratos. Esse estudo preliminar permitiu uma escolha
segura nas concentragdes utilizadas nos protocolos experimentais realizados com o
objetivo de investigar o possivel efeito espasmolitico.

O eritrécito ou globulo vermelho sanguineo contém alta concentracao
de acidos graxos poliinsaturados, oxigénio molecular e ions ferro no estado ligado
(NIKI et al., 1991). Por essa razdo, € esperado que a sua membrana tenha uma alta
vulnerabilidade a reacfes envolvendo radicais livres e seja muito suscetivel a
hemolise (BRANDAO et al., 2005). Os eritrocitos fornecem um modelo simples para
estudar efeito protetor ou toxico de uma grande variedade de substancias ou
situacOes associadas com estresse oxidativo (LEXIS; FASSETT,; COOMBES, 2006;
EISELE et al., 2006).

Como o eritrocito é muito suscetivel a hemolise, a auséncia de atividade
hemolitica apresentada pela FAT-SP (Grafico 1) é um indicio de que o efeito
espasmolitico investigado ndo é consequéncia de uma lise das células do tecido
isolado, e além disso, provavelmente apresente pouca ou nenhuma toxicidade

guando da necessidade da realizacao de testes in vivo.
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Em estudos anteriores realizados no LTF/UFPB foi demonstrado que os
extratos, fases e flavonoides isolados das partes aéreas de S. paludosum
apresentaram atividade espasmolitica ndo seletiva em musculos lisos de atero
isolado de rata, aorta isolado de rato, traquéia e ileo isolados de cobaia (SILVA et al.,
2002; DUARTE et al., 2003; SILVA, 2005; SANTOS, 2006). Além disso, foi realizado
um estudo com o extrato etanélico e sua fase aquosa obtidos das cascas das raizes
de S. paludosum por Ataide (1982) o qual observou acdo antimuscarinica em jejuno
isolado de rato e hipotensora em ratos. Com o intuito de contribuir com o estudo
farmacoldgico de S. paludosum, e principalmente aprofundar os estudos realizados
com a casca da raiz desta espécie, decidiu-se avaliar a atividade espasmolitica da
FAT-SP em outros tipos de musculos lisos.

Através da triagem farmacolégica preliminar pode-se avaliar a faixa e a
predominacia do efeito de produtos de plantas ou derivado destes. Esta triagem foi
realizada em masculos lisos uma vez que estes estdo presentes em varios 6rgaos
ocos dos sistemas do corpo de animais ou humanos controlando varios processos
fisiologicos (WEBB, 2003), tais como peristaltismo intestinal, tdnus basal das artérias
e da traquéia, trabalho de parto ou pés-parto entre outras, cujas desrregulacdes
estdo implicadas em doengas como disenteria, colicas intestinais, hipertensdo, asma,
parto pré-maturo, célicas uterinas. Além disso, sdo prepara¢fes de facil manipulacéo
e se pode avaliar na integra a presenca ou auséncia do efeito espasmolitico.

Estima-se que a incidéncia de abortamento situa-se em torno de 16 a
30% das gestagOes reconhecidas. O abortamento é definido como a ocorréncia de
sangramento vaginal na primeira metade da gestacdo acompanhado ou nao de
célicas abdominais (WATANABE et al., 2002). A hiperatividade uterina antes do
tempo pré-dispbe as gravidas ao trabalho de parto prematuro. Contra¢gdes uterinas
inadequadas podem impedir o trabalho de parto e aumentar a incidéncia de
emergéncias das cesarianas e hemorragias pés-parto, com perigo potencial para a
mée e para o feto (WRAY, 1993). As contracdes uterinas fortes e regulares séo
essenciais para a iniciagao do trabalho de parto bem como, manutencéo e eventual

expulséo do feto e da placenta durante o nascimento.
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Com a finalidade de investigar um possivel efeito espasmolitico da
FAT-SP em Uutero isolado de rata, avaliou-se o seu efeito frente as contracdes
uterinas induzidas por ocitocina ou CCh, onde foi observado que a FAT-SP inibiu
seletivamente as contracbes induzidas por CCh, quando comparado com a
contracdo induzida por ocitocina (Grafico 2). Resultado semelhante foi obtido por
Silva et al., (2002) com o extrato etandlico obtido das partes aéreas de S.
paludosum.

Um dos mais importantes tipos celulares envolvidos em patologias das
vias aéreas sao as células musculares lisas. Uma caracteristica importante destas
células € sua habilidade em alterar seu fenotipo em resposta a diferentes estimulos
(HIRST; TWORT,; LEE, 2000). Este tipo de célula esta implicado no desenvolvimento
da asma. A asma é uma doenca clinica complexa caracterizada pela obstru¢cdo das
vias aéreas, inflamacdo e hiper-responsividade a uma variedade de estimulos
farmacoldgicos como a histamina e metacolina, bem como a estimulos fisicos como
exercicios (HARGREAVE et al., 1981; BHARADWAJ; AGRAWAL, 2004).

Com o intuito de se investigar uma possivel atividade relaxante da
FAT-SP sobre a musculatura das vias aéreas, investigou-se seus efeitos sobre a
traguéia isolada de cobaia. A FAT-SP apresentou efeito espasmolitico tanto na
presenca como na auséncia de epitélio funcional, sendo mais potente na auséncia do
mesmo (Grafico 3), sugerindo assim que de alguma forma a presenca do epitélio
dificulta o efeito relaxante promovido pela FAT-SP. Resultado diferente foi obtido por
Duarte et al., (2003) com a fase acetato de etila obtido das partes aéreas de S.
paludosum, que relaxou a traquéia de cobaia tanto na presenga como na auséncia
de epitélio funcional de maneira equipotente quando realizou 0 mesmo protocolo
experimental.

A diarréia é um problema de saude frequente (FARTHING, 2000), e
ainda é uma das principais ameacas a saude em popula¢gdes pobres de paises
tropicais e subtropicais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) calcula que 3-5
bilhdes de casos ocorrem anualmente (1 bilhdo de criancas menores de 5 anos) e
cerca de 5 milhdes de mortes ocorrem devido a diarréia anualmente (2,5 milhdes de
criancas menores de 5 anos) (HEINRICH et al., 2005; ESTRADA-SOTO et al., 2007).
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Alguns agentes antidiarréicos sdo conhecidos por apresentar efeito antiespasmaodico
(HAJHASHEMI et al., 2000), como por exemplo, difenoxilato (Lomotil®) e loperamida
(Imosec®), entretanto podem causar depresséo do Sistema Nervoso Central (RYU et
al., 2004). Sem contar com os antiespasmddicos ou espasmoliticos classicos como o
extrato fluido de beladona (Elixir Paregoérico®), tintura de 6épio, atropina,
escopolamina (Buscopan®), papaverina, diciclomina (Bentyl®), dentre outros que
também apresentam efeitos centrais (BROWN; TAYLOR, 2006).

Diante disso, decidimos investigar um possivel efeito espasmolitico da
FAT-SP em ileo isolado de cobaia. A FAT-SP apresentou efeito espasmolitico mais
potente quando o 6rgéo foi contraido com CCh em relagéo a contracédo induzida por
histamina (Gréfico 4). Resultado diferente foi obtido quando este mesmo protocolo
experimental foi realizado com extratos e flavonoides isolados das partes aéreas de
Solanum paludosum que apresentaram efeito espasmolitico equipotente frente aos
mesmos agonistas testados (DUARTE et al., 2003; SANTOS et. al., 2006).

A hipertensdo é considerada um dos principais agravos a saude no
Brasil, sendo responsavel pela maioria das mortes. Suas complicagfes, tais como
doencas cérebro-vascular, arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia
renal crénica elevam os custos dos servicos assistencialistas (BLOCH:;
RODRIGUES; FISZMAN, 2006).

A presséo arterial é definida como o produto do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica total. A resisténcia ao fluxo saguineo na circulacdo é
regulado principalmente pelo ténus vascular (SANTOS et al., 2007), que portanto ira
regular a pressao arterial e distribuicdo do fluxo saguineo entre os tecidos e érgaos
do corpo. O tbnus vascular, por sua vez, € regulado por horménios circulantes,
neurotrasmissores, fatores derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecéanicos,
como a prépria pressdo sanguinea, além dos canais i6nicos (JACKSON, 2000).
Tendo-se em vista que o aumento do ténus vascular pode ter repercussdes graves
no organismo, como o surgimento de hipertensédo arterial, busca-se novas drogas

gue sejam potentes, eficazes e com menos efeitos colaterais ou que sirvam como
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ferramenta farmacoldgica para o entendimento do processo fisiopatolégico das
doencgas cardiovasculares.

Com base nessas premissas, foi-se investigar se a FAT-SP estaria
alterando o tbnus vascular e se relaxaria a aorta isolada de rato no estado pré-
contraido. A presenca da FAT-SP ndo alterou o tbnus basal da aorta de rato,
entretanto induziu relaxamento tanto na presenca como na auséncia de endotélio
funcional, sendo 3 vezes mais potente na presenca de endotélio funcional
(Gréfico 5), sugerindo a participacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio
(FRDESs), mas também um outro mecanismo independente de endotélio. Resultado
semelhante foi obtido por Silva (2005) com a fase acetato de etila obtida das partes
aéreas de S. paludosum, mas nado por outros tipos de extratos e flavondides isolados
das mesmas partes.

Analisando os parametros de poténcia da triagem farmacolégica
preliminar, constata-se que a FAT-SP foi mais potente em ileo de cobaia e em aorta
de rato. Assim, decidiu-se investigar o mecanismo de acdo espasmolitica da FAT-SP
nestes 6rgaos.

O espasmo é caracterizado por uma contracdo muscular e no musculo
liso essa contracdo ocorre apds a elevacdo da concentragdo de calcio intracelular
([Ca*])) em virtude da abertura dos canais de célcio dependentes de voltagem (Cay)
presentes na membrana plasmatica ou devido a sua liberagcdo do reticulo
sarcoplasmatico (RS) controlada por mensageiros secundarios, por exemplo o IP3; e

o Ca?. A regulacdo funcional da [Ca®;

para disparar uma resposta contratil no
musculo liso estd relacionada com dois estimulos que levam a dois tipos de
acoplamentos: (1) acoplamento eletromecénico, que esti envolvido com a mudanca
de potencial de membrana (Vm) e (2) acoplamento farmaco-mecanico quando a
contragcdo induzida por um agonista é sempre maior que a observada s6 com a
mudanca de Vm (REMBOLD, 1996).

A contragdo no musculo liso em resposta a varios agentes é
frequentemente composta por duas fases: um componente fasico, rapido e nao
sustentado, seguido por um componente tonico, lento e sustentado (para revisao ver

VAN BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979).
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O componente fasico é devido em parte ao Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico e o componente ténico é devido principalmente ao Ca®* oriundo do
meio extracelular que entra na célula através dos Ca, ou, independente deste, pela
via de sensibilizagdo ao Ca®* (ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989;
HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996; WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A
probabilidade de abertura dos Cay é favorecida por uma despolarizacdo de
membrana por estimulo mediado por acoplamento farmaco e eletromecéanico
(REMBOLD, 1996).

Para verificar se a FAT-SP promoveria relaxamento do ileo
pré-contraido, o que seria sugestivo, em nivel funcional, de bloqueio de influxo de
Ca’" através da membrana plasmatica, avaliou-se seus efeitos sobre o componente
tbnico da resposta contratil induzida por 40 mM de KCI (acoplamento
eletromecanico) e por 10° M de carbacol ou de histamina, que agem por
acoplamento misto (farmaco e eletromecéanico) (BOLTON et al., 1981) em ileo
isolado de cobaia. E o observado foi que a FAT-SP nao foi eficaz
(Emax = 28,6 + 2,8%) em relaxar o ileo pré-contraido com KCI, entretanto relaxaou de
maneira dependente de concentracdo o ileo pré-contraido com CCh ou histamina,
sendo mais potente para CCh (Grafico 6).

Diante do fato da FAT-SP nao produzir relaxamento do ileo
pré-contraido com KCI e aliado ao fato de que o principal mecanismo pelo qual o KClI
induz contragdo € a abertura dos Ca, via despolarizagdo de membrana, discarta-se a
hipotese de bloqueio dos Ca,. Por outro lado, a FAT-SP foi mais potente contra CCh
tanto frente as contragBes fasicas (Gréfico 5) quanto as tbnicas (Gréfico 6) em
comparacao a histamina.

Tomados em conjunto estes dados, levantou-se a hip6tese de que a
FAT-SP pudesse estar agindo mais seletivamente nos receptores muscarinicos para
produzir este efeito espasmolitico. Para confirmar esta hipétese avaliou-se o efeito
da FAT-SP frente as curvas concentra¢des-resposta cumulativas ao CCh. E o
observado foi que a FAT-SP antagonizou o efeito do CCh, deslocando a curva
concentragao-resposta cumulativa ao CCh para direita, de maneira paralela e sem
alterar o Enax (Figura 4; Gréfico 7), o que é caracteristico, em nivel funcional, de
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antagonismo competitivo dos receptores muscarinicos. Este resultado difere dos
obtidos por Duarte et al., (2003) e Santos et al., (2006), mas sdo semelhentes aos
obtidos por Ataide (1982). Os primeiros autores testaram extratos e flavondides
isolados das partes aéreas de S. paludosum em ileo isolado de cobaia e mostraram
gue o mecanismo provalvelmente envolve a participagdo dos Ca, ou do NO. E o
altimo autor testou o extrato etandlico e sua fase aquosa obtidos da casca da raiz de
S. paludosum que apresentaram acao antimuscarinica em jejuno de rato.

Os antagonistas competitivos naturais dos receptores muscarinicos
utilizados na terapéutica, como a atropina e a escopolamina, atuam de maneira nao
seletiva, apresentando varios efeitos colaterias. As contragbes intestinais séo
reguladas principalmente pela ativagdo dos receptores muscarinicos e a
desregulagédo do peristaltismo causa problemas como diarréia e colicas, portanto é
de extrema importancia a busca de novas substancias ou complexo de substancias
gue venham a diminuir estes problemas (BROWN; TAYLOR, 2006).

Dando prosseguimento a investigagdo do mecanismo de acao
espsmolitica da FAT-SP, passamos a avalid-lo em aorta de rato. O endotélio dos
vasos tem um papel fundamental no controle do tbnus vascular e da presséo arterial.
As células endoteliais liberam substancias vasodilatadoras em reposta a uma
variedade de estimulos fisiolégicos, como a bradicinina, a acetilcolina, a histamina, a
substancia P, ao estresse por cisalhamento e ao estiramento pulsatil (VANHEEL,;
VAN DE VOORDE, 2000). Dentre estes fatores relaxantes derivados do endotélio
estdo bem identificados, o NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) e a PGl;
(DUSTING; MONCADA; VANE, 1977).

Como o efeito vasorelaxante da FAT-SP em anéis de aorta isolada de
rato foi dependente de endotélio funcional realizou-se contrag6es com fenilefrina na
presenca e na auséncia dos bloqueadores indometacina, inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase (YAMAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI, 1996), atropina, antagonista nao
seletivo dos receptores muscarinicos (JAISWAL et al., 1991) e L-NAME, anélogo da
L-arginina ndo hidrolizavel pela sintase do NO endotelial (eNOS) (REES et al., 1990).

Observou-se que na presenca da indometacina ou da atropina, néo

houve atenuacédo do efeito vasorelaxante da FAT-SP de maneira significante (Gréfico
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9A), sugerindo que ndo h& a participacdo da prostaciclina (PGl,;) oriunda da
ciclooxigenase no mecanismo de acdo espasmolitica da fracdo e que a fracdo néo
esta interagindo com os receptores muscarinicos endoteliais para aumentar a [Ca*?);
e subsequentemente ativar a eNOS e promover 0 vasorelaxamento. No entanto
observou-se que o efeito vasorelaxante da FAT-SP foi atenuado na presenca de
L-NAME (Grafico 9B), mas ndo abolido, indicando assim a participacdo da eNOS no
efeito vasorelaxante da FAT-SP.

No relaxamento promovido pela acetilcolina em artéria carétida de
coelho, foi mostrado que a aplicacdo de 3 x 10° M de L-NAME, uma concentragdo
considerada geralmente suficiente para inibir a eNOS, diminuiu mas ndo aboliu a
liberacdo de NO (COHEN et al.,, 1997). Os inibidores da eNOS tém grande
importancia na pesquisa dos provaveis efeitos do NO nos tecidos, uma vez que a
substituicdo do substrato habitual (L-arginina) pelos analogos ira inibir a producéo de
NO e seus efeitos subsequentes (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

O fato do vasorelaxamento nao ter sido abolido na presenca de L-
NAME suscita a idéia de que ha a participacdo de outras vias de ativacdo da eNOS,
como a ativagéo dos receptores de bradicinina, ou outras fontes de liberagdo do NO
como o citocromo P450 (SCHOTT et al., 1994) e producdo ndo-enzimatica a partir da
reducdo quimica de nitrito (WEITZBERG; LUNDBERG, 1998)

A sintase do NO (NOS) é a enzima responsavel pela oxidacdo da L-
arginina a L-citrulina com formacédo de NO. A reacdo se processa em duas etapas: a
primeira envolve a hidroxilagdo do nitrogénio guanetidinico terminal da L-arginina,
formando N®-hidroxi-L-arginina (NOH-L-Arg; a nomenclatura N° significa que o grupo
hidroxila esta ligado ao nitrogénio do grupo guanidina) e na segunda etapa da reacao
a NOH-L-Arg é metabolizada formando L-citrulina e NO (BARRETO; CORREIA;
MUSCARA, 2005). Ambos os passos requerem oxigénio molecular (O,) e fosfato de
nicotinamida-adenina dinucleotidio (NADPH) como co-substratos, além de
tetraidrobiopterina (BHy,), flavina-adenina dinucleotidio (FAD), flavina mononucleotidio
(FMN) e ferro-protoporfirina IX (heme) como cofatores (STUEHR; GRIFFITH, 1992).

A familia da NOS é constituida de trés isoenzimas distintas: as

isoformas endoteliais (eNOS ou NOS-Ill) e neuronais (nNOS ou NOS-I), ambas
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constitutivas e dependentes do complexo Ca®'-calmodulina (Ca*?,-CaM) e uma
isoforma induzivel (iNOS ou NOS-Il). Estas trés isoenzimas apresentam grande
homologia estrutural, podendo ser divididas em dois dominios: um redutor, na parte
C-terminal, e outro oxidante, na parte N-terminal. No dominio redutor estdo os sitios
de ligacdo para o NADPH e os cofatores FAD e FMN, os quais transferem elétrons
para o grupo heme, localizado no dominio oxidante, onde também se ligam o BHs e 0
substrato L-arginina (BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005). A ligacdo do
complexo Ca*’s-CaM entre os dominios redutor e oxidante favorece o alinhamento
entre eles, o que permite a transferéncia de elétrons das flavinas para o grupo heme
(ABU-SOUD; STUEHR, 1993).

O NO se apresenta em trés variedades de espécies gquimicas: a forma
radicalar (NO®), ions nitroxyl (NO") e nitrosonium (NO*) (BONAVENTURA et al, 2007;
WANSTALL et al. 2001). Segundo Feelisch e cols. (1994), a forma de NO derivada
do endotélio funcional predominante é a radicalar. Portanto, foi utilizado um
sequestrador do NO radicalar, a hidroxocobalamina, para investigar a participacéo do
NO no relaxamento produzido pela FAT-SP em aorta isolada de rato. A
hidroxocobalamina apresenta uma cobalamina oxidada (Cbl(lll)) em sua estrutura
que inativa o NO apdés formar o complexo CbI(I)NO, impedindo assim a atuacdo do
NO no relaxamento do musculo liso vascular. Como o efeito relaxante promovido
pela FAT-SP foi atenuado na presenca de hidroxicobalamina (Gréfico 10), verifica-se
gue o efeito espasmolitico da FAT-SP envolve a participacdo do NO.

O NO formado pode promover efeito vasorelaxante através da ativacao
da ciclase de guanilil (GC) soluvel, com consequente aumento na concentragdo
intracelular do GMPc (LOHSE et al., 1998), ou através da ativacdo direta de canais
de K' (BOLOTINA et al., 1994; PLANE et al.,, 1996; MISTRY; GARLAND, 1998;
HOMER; WANSTALL, 2000). Diante disso, investigou-se o efeito relaxante da FAT-
SP na presenca de ODQ, um bloqueador seletivo da GC soluvel (GARTHWAITE et
al., 1995). Como o relaxante promovido pela FAT-SP foi atenuado (Grafico 11),
sugere-se que ha o envolvimento da via GC-GMPc no efeito relaxante da FAT-SP.

O aumento na [GMP¢] por sua vez ativa a proteina cinase G (PKG). De

acordo com a literatura, a PKG fosforila substratos protéicos, levando a abertura de
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canais de K", bloqueio de canais de Ca?* (Ca,), ativacdo de bombas (Ca®*'-ATPase
na membrana plasmatica e membrana do reticulo sarcoplasmatico) (HOFMANN;
AMMENDOLA; SCHLOSSMANN, 2000; LINCOLN; KOMALAVILAS, 2000) e
ativacdo do trocador Na‘/Ca®** na membrana plasmatica e membrana do reticulo
sarcoplasmatico (BLAUSTEIN, 1989), gerando com isso a diminuicdo da [(Ca")]
levando ao relaxamento do musculo. Além disso, a PKG fosforila a MLCK impedindo
sua ativacdo pelo complexo Ca*;-CaM (VAN RIPER; MCDANIEL; REMBOLD,
1997).

Com os dados aqui apresentados pode-se afirmar que os objetivos
propostos foram alcancados, uma vez que se presta uma grande contribuicdo a
farmacologia do género Solanum, através da demonstragdo pela primeira vez que a
FAT-SP ndo possui metabdlitos com potencial citotoxico e exerce efeito
espasmolitico em ileo de cobaia, provavelmente por antagonismo competitivo aos

receptores muscarinicos, e em aorta de rato, por envolver a via NO/GC.
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6 CONCLUSOES

No estudo da investigagdo dos efeitos citotoxico em eritrocitos de ratos
e espasmolitico em musculos lisos da fragdo de alcaldides totais (FAT-SP) pode-se
concluir que a FAT-SP:

v" Nao apresenta atividade hemolitica em eritrécitos de rato;

v' Apresenta atividade espasmolitica ndo seletiva em Utero de rata, aorta de rato,
traquéia e ileo de cobaia sendo mais potente em ileo de cobaia e aorta de

rato;

v Em ileo de cobaia o efeito espasmolitico parece ser devido ao antagonismo

dos receptores muscarinicos em nivel funcional;

v' Em aorta de rato o efeito espasmolitico envolve a participacdo da via NO/GC

em nivel funcional;

v’ Estes resultados sao inéditos no ambito dos estudos toxicolégico e
farmacoldgico da espécie Solanum paludosum Moric.
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7 PERSPECTIVAS

» Em nivel funcional

v" Aorta de rato

1. Avaliar o efeito relaxante da FAT-SP na dependéncia de concentracao do
L-NAME

2. Verificar a reversibilidade do efeito relaxante da FAT-SP na presenca de

L-arginina

3. Medir os niveis teciduais de GMPc em anéis de aorta de rato na auséncia
e na presenca da FAT-SP

4. Investigar a participacdo da proteina cinase dependente de
nucleotideos ciclicos de guanina (PKG) no relaxamento produzido pela
FAT-SP

v {leo de cobaia

1. Investigar o subtipo de receptor muscarinico envolvido no

antagosnismo competitivo apresentado pela FAT-SP

2. Investigar a participacdo da via ndo-adrenérgica, ndo-colinérgica
(NANC) no relaxamento promovido pela FAT-SP

3. Investigar a participacdo dos canais de potassio no relaxamento
prodruzido pela FAT-SP
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» Em nivel molecular

1. Verificar se a FAT-SP interfere com a [Ca?']i em mi6citos da camada
longitudinal de ileo de cobaia

2. Avaliar se a FAT-SP interfere com as correntes de K' através da técnica

de “patch clamp” em midcitos de ileo de cobaia

3. Verificar se a FAT-SP aumenta a concentracao citosolica de NO ([NO]c)
nas células endoteliais da aorta de rato
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