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RESUMO

O guaco (Mikania laevigata) é planta popularmente utilizada para o alivio de sintomas
respiratorios, tendo suas propriedades terapéuticas reconhecidas por estudos experimentais e
pré-clinicos, porém com mecanismos de agcdo ndo completamente esclarecidos e atribuidos
em parte a seu principal marcador, a cumarina. O salbutamol é farmaco de reconhecida acéo
broncodilatadora via receptores-f, de musculatura lisa de vias aéreas e o propranolol
antagonista nao seletivo de receptores-p, utilizado na clinica com diversas finalidades e
ambos em estudos experimentais. Este trabalho teve como objetivos, produzir extratos de
diferentes polaridades de M. laevigata (EHA- hidroalcodlico; INF1 e 2%- aquoso por infusdo;
EH- hexano; ED- diclorometano; EAC- acetato de etila; EM- metanol), caracteriza-los atraves
de cromatografia em camada delgada, utilizando como referéncia seu marcador (fitoquimico
comercial cumarina- 1,2-benzopirona); verificar os efeitos farmacoldgicos dos extratos e
comparar com os do salbutamol, propranolol (Prop.) e fitoqiimico em modelo experimental
de nervo frénico-diafragma de camundongo, tendo em vista a agdo do conjunto de farmacos,
fitoquimico e extratos em musculatura estriada esquelética. Os resultados mostraram acgédo
tanto dos farmacos quanto dos extratos na resposta contratil por estimulacédo indireta (%), ao
final de 1 hora: o propranolol (48,4+7,2 com 0,4uM n=6) e o fitoquimico (65,3+5,4 com
200ug/ml n=5) produziram efeito bloqueador; o salbutamol (105,948,7 com 20ug/ml n=4;
113,748,7 com 100ug/ml n=7 e 105,2+10 com 500ug/ml n=4) e os extratos (EHA 99,4+3
com 1mg/ml n=6; INF2 137+3,1 n=3; EH 200ug/ml+ PEG 400 3ul/ml 105,3+4,7 n=3; ED
200pg/mI+DMSO 6ul/ml 82,3+4,4 n=3; EAC 100ug/mI+PEG 400 3ul/ml 103+5,2 n=3)
produziram efeito facilitador da contragdo muscular, sendo maior o do extrato aquoso (INF2)
que também interferiu significativamente no bloqueio induzido pelo propranolol (INF1 com
200ug/mi+Prop. 0,4uM 92,8+7,5 n=5). O extrato hidroalco6lico mostrou interferéncia nas
acoes do propranolol (EHA 1mg/ml+Prop. 0,4uM 0x0 n=4) e salbutamol (EHA
200pg/ml+salbutamol 0,3uM 102,8+8,4 n=5) com tendéncia para blogqueio nos dois casos. O
extrato de acetato de etila mostrou diferenca significativa na resposta entre os solventes
utilizados (EAC 200ug/mI+PEG 400 3ul/ml 94,5+5,1 n=5 e EAC 200ug/mI+DMSO 6pl/ml
72,1+1,4 n=5). O fitoquimico cumarina, ndo apresentou no modelo acdo correspendente & dos
extratos e interferiu no efeito facilitador do salbutamol (T=20 salbutamol 0,3uM 111,324

T=30 salbutamol 0,3puM/cumarina 500ug 105,7+2,4 n=5). Os extratos com presenca marcante



do &cido o-cumarico apresentaram resposta farmacologica mais expressiva. Estes resultados
sugerem que as agdes do guaco se desenvolvem por meio de fitocomplexo e através de
multiplos mecanismos de acdo, dentre 0s quais a possivel participacdo de vias adrenérgicas.
Palavras chave: Mikania laevigata. Propranolol. Salbutamol. Jun¢do neuromuscular. Musculo
estriado esquelético.



ABSTRACT

Guaco (Mikania laevigata) is a popularly used plant in the relief of respiratory
symptoms, having its therapeutic properties known by experimental and pre-clinical studies.
Its action mechanisms however, are not totally clear and are partly accredited to its main
marker, the coumarin. Salbutamol is a pharmacon of bronchodilator action on smooth
muscle B, receptors of the airway and the antagonistic non-selective of 3, propanolol used in
various purposes, both in clinical treatment and experimental studies. This essay aims to
produce, characterized by thin layer chromatography, verify and compare the effects of M.
laevigata through its different polarity extract produced by dynamic maceration (EHA-
ethanolic; INF- aqueous extract by infusion; EH- hexane; ED- dichloromethane; EAC- ethyl
acetate; EM- methanol), as well as its marker (commercial phytochemical coumarin- 1,2
benzopyrene) with the ones in salbutamol and the propranolol (Prop.), in mice isolated
phrenic nerve-diaphragm preparation, observing their own and combined action of
pharmacon, phytochemicals and extracts in skeletal striated muscle. Results showed that both
pharmacon and extracts produced changes on basal response of indirect stimulated twitch-
tension (%), after 1 hour: propranolol (48.4+7.2 with 0.4uM n=6) and the phytochemical
(65.3+5.4 with 200ug/ml n=5) produced a blocking effect; the salbutamol (105.9+8.7 whith
20pg/ml n=4; 113.7+8.7 with 100ug/ml n=7 e 105.2+10 with 500ug/ml n=4) and the extracts
(EHA 99.4+3 with 200ug/ml n=6; INF2 137+3.1 n=3; EH 105.3+4.7 with 200ug/ml+ PEG
400 3ul/ml n=3; ED 82.3+4.4 with 200ug/mI+DMSO 6ul/ml n=3; EAC 103+5.2 with
100pug/mI+PEG 400 3ul/ml n=3) produced a facilitating effect of muscle contraction, being
more intense at 2% aqueous extract by infusion, which has also interfered significantly in the
propanolol induced blockage (INF1 92.8£7.5 with 200ug/mi+Prop. 0.4uM n=5). The
hydroalcoholic extract presented interference in the action of propanolol (EHA 0£0 with
Img/ml+ Prop. 0.4uM n=4) and salbutamol (EHA 102.8+8.4 with 200ug/ml + salbutamol
0.3uM n=5), tending towards blockage in both cases. The ethyl acetate showed relevant
difference when responding to the used solvents (EAC 94.5+5.1 with 200ug/mI+PEG 400
3ul/ml n=5 e EAC 72.1+£1.4 with 200ug/ml+DMSO 6ul/ml n=5). The coumarin, strongly
present in the extracts, did not present corresponding action to the extracts in the model and
presented interference in the action of salbutamol (T=20 salbutamol 0.3uM 111,3+2,4 T=30
salbutamol 0.3uM+coumarin 500ug 105.7+£2.4 n=5). The extracts with a remarkable presence
of o-cumaric acid present the best farmacological response. Such results suggest that the



actions of M. laevigata develop through phytocomplex and multiple action mechanisms,
among which is the possible participation of the adrenergic way. Keywords: Mikania

laevigata. Propranolol. Salbutamol. Neuromuscular junction. Skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO

As qualidades vitais dos organismos vegetais como a capacidade de sintese de energia
e producdo de substancias para seu metabolismo primério e secundario faz destes seres a base
da cadeia alimentar do planeta, e responsaveis pela sobrevivéncia de todas as espécies

animais.

A selecdo de espécies vegetais com finalidade alimenticia ou terapéutica, entre outras,
¢ pratica milenar que acompanha o ser humano desde seus primordios, presente em diferentes
culturas como manifestacdo do relacionamento dos povos com os elementos do seu ambiente
natural. Esta selecdo pode se desenvolver a partir de critérios que vao da observacdo pelo
homem, de informacdes sensoriais produzidas pela espécie vegetal ao comportamento de
animais frente a elas e das consequéncias do consumo pelos animais e pelo proprio homem.
(ELISABETSKY, 2000)

O 6pio’ pode ilustrar a longevidade deste relacionamento, pois seus efeitos psiquicos
eram conhecidos pelos antigos Babildnios 4000 a.C, no antigo Egito 2000 a.C, foi levado a
China por comerciantes arabes, aparecendo nos textos de medicina chinesa por volta de 1000
d.C. (BOWMAN; RAND, 1980)

Na cultura ocidental, os cinco volumes “De Matéria Médica” de Pedanius Didscorides
(40-90 d.C) representam o registro mais antigo de uma selecdo de espécies vegetais com
propriedades terapéuticas, tendo permanecido como um dos livros texto mais importantes da
medicina até o século XXVII. Muito da nomenclatura comum e cientifica de plantas
utilizadas atualmente se originam desta obra, sendo a familia Dioscoreaceae nomeada em sua
homenagem (HAAS, 1996). Dentre as 600 plantas descritas, estd presente o salgueiro (Salix
alba), cujo extrato das cascas ja era utilizado anteriormente por civilizagdes antigas por suas
propriedades terapéuticas e abandonado por volta do século Il em paises cristdos em razdo da
crenca de que as doengas representavam punicGes divinas, portanto ndo mereciam
interferéncia. (BOWMAN; RAND, 1980)

O periodo de expansdo maritima da Europa do Renascimento possibilita a agregacao
de conhecimentos provenientes das novas culturas exploradas com a colonizagcdo, quando

entdo se inicia a participacdo do Brasil neste corpo de conhecimentos. O interesse despertado

! Extrato seco de sementes de papoula trituradas.
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pelas qualidades medicinais da flora do novo mundo pode ser observado j& na primeira
metade do século XVI, com a descrigdo do veneno utilizado pelos indios em suas flechas na
publicacao de 1516 de Pietro Martiro d’ Anghiera, De Orbes Novo. (DUARTE, 2000)

No Brasil, os primeiros registros sobre as propriedades terapéuticas da nossa flora
surgem a partir de 1549, com a chegada dos padres da Companhia de Jesus, ordem
missionaria da Igreja romana, formada em 1540 por iniciativa de Inacio de Loiola, com
funcdo missionéria, educacional e que tinha como parte dos oficios, os servicos de salde.
Além do Brasil, os padres jesuitas estabeleceram-se em regifes de dominio portugués da
Europa, Africa e Oriente, onde construiram colégios e boticas para o desenvolvimento de suas
praticas, num periodo de escassez de médicos, o que fez dos jesuitas praticamente os Unicos
responsaveis pela assisténcia médica do Brasil no primeiro século da colonizacéo.
(CALAINHO, 2005; PEDRO, 2008)

Os registros em cartas, utilizados como forma de comunicacgdo entre os membros da
ordem, constituem relatos minuciosos, que informam sobre as dificuldades enfrentadas no
ambiente e no convivio com 0s nativos, além de descricdes de costumes e doencas, de
espécies animais e vegetais, (LEITE, 1954) e de cole¢Bes de receitas, organizadas com o
nome do colégio de procedéncia, indicacdes e modo de preparacdo e administracdo; o0 acesso
a este imenso acervo de informacdes fora dos limites eclesiasticos somente tornou-se possivel
pela obra do historiador jesuita Serafim Leite? e constitui referéncia para historiadores
dedicados ao estudo de diversas areas do conhecimento do periodo da colonizac¢éo. (PEDRO,
2008)

Muitas destas receitas que constavam de espécies nativas foram comercializadas (a
Triaga® Brasilica do colégio da Bahia teve grande importancia), gerando recursos para a
continuidade das acGes missionarias e levadas para a Europa, sendo incorporadas aos
conhecimentos da época. (CALAINHO, 2005)

Durante a ocupagdo Holandesa no Recife (1624-1654), periodo marcado por grande

producdo artistica e intelectual, Georg Marcgrave e Willhem Pies, naturalistas integrantes da

2 A “Histéria de Companhia de Jesus no Brasil”, composta por 10 volumes publicados entre 1930 e
1948, principal obra do padre Serafim Leite motivou criticas, uma vez que o autor como membro da Ordem,
estaria sujeito a censura eclesiastica, entretanto esta sua condi¢do permitiu o0 acesso a informagfes que
dificilmente seriam disponibilizadas a um leigo. (PEDRO, 2008)

® Triagas sdo receitas milenares de composicéo variavel de um a dezenas de ingredientes, (em torno de
30 na Brasilica), inicialmente concebidas como antidoto de venenos e ao longo do tempo, pela popularidade e
prestigio que adquiriram, tornaram-se remédios universais (panacéias). (SANTOS, 2009)
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comitiva de Mauricio de Nassau, empenhados em recolher dados da natureza ocupam-se entre
outros, do reconhecimento e ordenacgdo da flora medicinal brasileira publicando a Historia
Natural e Médica das Indias Ocidentais, obra que permaneceu por muito tempo como
referéncia para os estudiosos das Ciéncias Naturais. (RODRIGUES, 2002)

A exuberancia dos recursos naturais encontrados no Novo Mundo desperta o interesse
dos cientistas da época, e colecdes de espécies vegetais e animais nativos sdo levadas para a
Europa, 0 que esta relacionado ao surgimento dos Herbarios e museus de Historia Natural
(GESTEIRA, 2004; LOPES, 2005). Porém, a ordenacdo destas colegdes e informacdes era
ainda muito confusa e somente a partir do reconhecimento e aplicacdo em todo o mundo das
obras de Carolous Linnaeu (1707-1778), Systema Naturae, Species Plantarum e Genera
Plantarum, um sistema hierarquico e binomial baseado em caracteres morfolégicos para
classificacdo dos organismos em grupos taxondmicos (SALES; SANTOS, 2007), torna-se
possivel uma melhor ordenacdo da biodiversidade, com dificuldades ainda néo
completamente superadas, pois conhecimentos advindos de outras areas como paleontologia,
quimica e genética entre outras, vem trazendo desde entdo novos subsidios para modificacGes
e reestruturacdo desta classificacdo, sendo a proposta por Arthur Cronquist uma das mais
utilizadas para plantas floriferas. (POSER; MENTZ, 2000)

No Brasil imperial do século XIX, a assisténcia médica ja ndo esta mais vinculada a
igreja e os poucos médicos formados na Europa estabeleciam-se na corte do Rio de Janeiro
em Salvador e algumas provincias, o que significa que a maior parte da populacdo brasileira
dispersa em regides rurais era carente de assisténcia. Nestas regides, as praticas de salde eram
realizadas por boticarios, barbeiros, “curiosos”, latifundiérios, lideres politicos e religiosos de
modo que 0S manuais para orientacdo dessas praticas tiveram importancia fundamental
(SOUZA, 2008). Dentre os mais populares, o Erario Mineral do cirurgido portugués Luiz
Gomes Ferreira € o Formulario Chernoviz do médico polonés Pedro Luiz Napoleédo
Chernoviz, nome abrasileirado de Piotr Czerniewicz, (1821-1888) publicado em 1841, incluia
0 cbdigo farmacéutico francés e plantas indigenas, foi atualizado em 24 edicdes, sendo a
ultima em 1924, apenas dois anos antes da primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira.
(GUIMARAES, 2005)

Neste formulario, encontra-se relacionada como “Mikania guaco”, a “planta trepante

da familia das Eupatoriaceas, que habita na Nova Granada® sobre as margens do rio

4 Atual Coldmbia
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Magdalena e no sul do Brasil, aconselhada contra a cdlera, de proveito nas moléstias das vias
respiratérias e com reputagcdo de curar as mordeduras de cobra, para uso internamente na
forma de infusdo de 20 gramas para 1000 gramas de agua fervendo ou xarope”
(CHERNOVIZ, 1890). Na 12 edicdo da Farmacopéia Brasileira de 1929 foi oficializada como
Mikania glomerata, indicada para o tratamento de afec¢Ges pulmonares por suas propriedades
expectorantes sob a forma de infusdo a 2%. (BRASIL, 2012c)

O desenvolvimento das ciéncias, particularmente da quimica no século XIX permite o
isolamento® e sintese® de substancias com acdes farmacoldgica e terapéutica (TUROLA;
NASCIMENTO, 2006). A industria farmacéutica cresce nesta direcdo e declina o interesse
por medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2000).

Neste contexto desenvolve-se em 1966 nos labotatérios Allen Hanbury” a sintese do
salbutamol, um derivado da saligenina (fig. 1), a partir do conhecimento de que o nucleo
catecol (fig. 2) ndo era indispensavel para a acdo farmacoldgica de aminas simpatomiméticas
(fig. 3) e que a sua substituicdo aumentaria o tempo de acdo do composto (uma vez que deixa
de ser substrato para a enzima catecol-O-metil transferase), idealizado particularmente para uso
como broncodilatador. (CULLUM et al., 1969)

Figura 1- Principais substituintes do nucleo catecol para aminas simpatomiméticas.

_OH HO
T Resoncinol
oH | =
s z- .
OH

Fonte: Bowman; Rand (1980). Elaborag&o propria.

> Em 1803 o assistente de farmacéutico alemdo Friedrich Wilhem Adam Sertiirner (1783-1841)
consegue isolar substancia cristalina da planta Papaver somniferum, que por suas propriedades entorpecentes é
nomeada morfina em referéncia ao mito grego de Morpheu.

® Em 1827 um glicosideo amargo ¢ extraido da casca do salgueiro, a salicina, cuja hidrolise fornece
salicil alcool (saligenina) e glicose. Em 1838 o acido salicilico é preparado a partir da saligenina e em 1860
sintetizado a partir do fenol. Em 1899 a Bayer introduz no mercado a aspirina ou acido acetil salicilico (fig. 3).
(BOWMAN; RAND, 1980)

" Comercio fundado em 1712 em Londres por Silvanus Bevan, cientista quacre que em 1792 associou-
se a William Allen - sua segunda mulher era Hanbury, cuja familia controlou a empresa apés sua morte
(CHAPMAN-HUSTON; CRIPPS, 1955), até a venda para a Glaxo em 1958.
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Em 1948, Raymond Ahlquist propde a hipdtese dual para adrenoceptores (o e B)°, e
orientado por ela, James Whyte Black persegue um farmaco capaz de anular as a¢bes dos
horménios simpaticos no miocardio, obtendo éxito com a sintese do propranolol (fig. 2) no
final dos anos 50, revolucionando a historia da cardiologia, e por esta conquista recebe o
prémio nobel de medicina de 1988. (LITTLE, 1988; BLACK, 1989)

Figura 2- Representacdo de compostos derivados do nucleo catecol e ndo-catecol.

HD\J\/j Yeicleo catecol Salbatamol (satigenina)
HO ™
oH
HO T Ny, enalina Hom
- HO \N/
HO
OH
]/ Dsoprenalina on
HO HO NH\‘/
o/\]/"NHl\
o Propranalol

Compostos derivados do ndcleo catecol (0-dihidroxibenzeno) — adrenalina e isoprenalina e
nédo catecol —orciprenalina (resorcinol) e salbutamol (saligenina). Notar semelhancas e diferengas nos
nucleos e nas cadeias laterais, inclusive com respeito ao propranolol. Fonte: Bowman; Rand (1980).
Elaboracdo propria.

® Todo o conhecimento atual sobre a fisiologia das acées de aminas simpatomiméticas se assenta sobre a
hipotese de Ahlquist: tendo demonstrado em diversos érgdos de animais, que a epinefrina é responsavel pelos
efeitos tanto excitatorios quanto inibitorios, propde o conceito de receptores alfa (excitatdrios na maioria) e beta
(inibitorios na maioria) para adrenoreceptores em oposi¢do ao conceito vigente de que seriam duas substancias
diferentes as responsaveis por estas agdes (simpatinas E e 1), defendendo sua utilidade no estudo das a¢des da
epinefrina, argumentando que para as agOes da acetilcolina os efeitos excitatorio e inibitorio sempre foram
atribuidos aos receptores nos quais atua. (AHLQUIST, 1948)
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Figura 3- Derivados do &cido benzdico.

Aeido bengiico Aetdo saliedlico Aeido acetil- saliedlico
O ~OH O -OH 0x,_.OH
L OH O\ﬂ/
P 0
_OH

OH  Aleool aatieitico - Saligenina

Ver notas nimero 6 e 11. Fonte: Bowman; Rand (1980); Soares (2002). Elaboracéo propria.

A recuperacdo do interesse pelo estudo e utilizacdo de medicamentos fitoterapicos
passa a acontecer a partir de 1987 com a XXXI Assembléia Geral da Organizacdo Mundial de
Saude, que determina o inicio de um programa com o fim de reconhecer, avaliar e utilizar os
métodos da medicina popular (OLIVEIRA; AKISUE, 1997). No Brasil a repercussdo desta
determinacdo pode se observar nas diversas medidas tomadas pelo Governo Federal e
Ministério da Salde, visando o incentivo, sistematizacdo e regulamentacdo da utilizacdo de
fitoterapicos, com énfase no reconhecimento de eficacia e seguranca dos produtos e que
culminam com o a portaria 971 de 3 de maio de 2006 que aprova a Politica Nacional de
Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006b). Em 22 de junho de 2006
por meio do decreto 5.813 o Governo Federal aprova a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a) e em fevereiro de 2009 o Ministério
da Salde divulga uma lista, com 71 plantas medicinais de interesse do SUS (RENISUS),
dentre as quais a Mikania laevigata (BRASIL, 2009b), que passa a figurar entre as oito que
constam na lista de medicamentos fitoterapicos do Elenco de Referéncia Nacional do
Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica, contemplado na Portaria n° 2.982 de 26 de
novembro de 2009, do Ministério da Saude. (BRASIL, 2009a)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 APLANTA (Mikania laevigata)

2.1.1 Classificacdo e morfologia

As plantas do género Mikania pertencem a Divisdo Magnoliophita, classe
Magnoliopsida (tabela 1), subclasse Asteridae, ordem Asterales, familia Asteraceae, Unica da
ordem Asterales, com mais de 1.100 géneros abrigando em torno de 20.000 espécies,
conhecida também como Compositae, organizada em aproximadamente 13 tribos onde a

Eupatoriae abriga o género Mikania entre 600 outros.

A subclasse Asteridae distingue-se da vasta maioria das plantas dicotiled6neas pelas
flores simpétalas® nas quais os estames sdo isbmeros e alternados com os lobos da corola em
99% das espécies, 0 que representa uma perspectiva pratica de reconhecimento para todo o
grupo. E a subclasse mais desenvolvida, bem sucedida e provavelmente a mais recente entre
as dicotileddneas, passando a representar papel importante na flora do planeta somente a
partir do periodo Oligoceno. Sua evolucdo parece correlacionar-se com a de insetos capazes
de reconhecer padrBes florais complexos, porém o sucesso parece depender mais de seu

arsenal quimico do que da especializacao de suas estruturas florais.

Quimicamente, a ocorréncia de compostos iridoides® é notavel, sendo estes mais
presentes que em qualquer outra subclasse exceto na familia Asteraceae. Admite-se que a
exploracdo destes compostos em detrimentos de taninos, saponinas e cianideos, repelentes
mais comuns, represente recurso evolutivo destas plantas na luta contra predadores.
(CRONQUIST, 1981)

As plantas da ordem Asterales sdo representadas por ervas ou menos frequentemente

por arbustos e raramente por pequenas arvores. Suas flores sdo caracterizadas por grdos de

° Flores nas quais as pétalas séo fundidas umas as outras.

1o Compostos iridoides sdo metabdlitos secundarios de plantas, produzidos também por algumas
espécies de insetos (Iridomyrmex detectus, espécie de formiga que da origem ao nome), de natureza defensiva,
relacionados com o nucleo ciclopentano-piranico, normalmente com 10 atomos de carbono, pertencentes a classe
dos terpenos, com propriedades farmacoldgicas diversas como sedativa (valeriana), hipotensora (folha de
oliveira), etc. (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003)
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polen trinucleados, 6vulo basal e ereto e pelo sistema secretdrio bem desenvolvido (resinifero
e lactifero), que caracteristicamente produz sesquiterpenos, lactonas, poliacetilenos e

repelentes quimicos.

Asteraceae ¢é a Unica familia da ordem Asterales e a maior familia de dicotiledoneas,
sendo 1/3 das espécies de toda subclasse Asteridae pertencentes a esta familia. E considerada
uma das mais bem sucedidas familias entre as plantas floriferas por seu grande nimero de
géneros, especies e individuos, sendo este sucesso atribuido a seu arsenal quimico, por
constituirem eficientes armas contra predadores naturais. Especula-se que tendo suas origens
no final do periodo Oligoceno, quando predadores naturais adaptaram-se para tolerar iridéides
e alcal6ides relacionados, esta familia modificou massivamente a producdo de defensivos,
passando a explorar combinacOes eficientes de poliacetilenos e sesquiterpeno lactonas,
desenvolvendo labilidade quimico-evolucionéria que permitiu a faganha de criar novos
repelentes. A distribuicdo das espécies € cosmopolita, porém melhor representada em florestas

pouco densas de regiGes temperadas e subtropicais. (CRONQUIST, 1988)

Tabela 1- Taxons da Classe MAGNOLIOPSIDA

Subclasse Ordem Familia
MAGNOLIIDAE 8)
HAMAMELIDAE (11)
CARYOPHILIDAE 3
DILENIIDAE (13)
ROSIDAE (18)
Fabales * Fabaceae *
Apiales * Apiaceae *
ASTERIDAE Gentianales (6)
Solanales (8)
Lamiales 4
Callitrichales 3)
Plantaginales (D)
Scrophilariales (12)
Campanulales )
Rubiales 2
Dipsacales 4
Calycerales (D)
Asterales Asteraceae

(Compositae)

Foram listadas na tabela acima todas as ordens da subclasse ASTERIDAE. As ordens Fabales
e Apiales e as respectivas familias Fabaceae e Apiaceae (*) foram listadas na subclasse Rosidae pela
importancia de suas relagdes com a subclasse Asteridae comentada adiante. Os nUmeros entre
parénteses referem-se ao nimero de ordens da subclasse correspondente ou ao nimero de familias da
ordem correspondente. Fonte: Cronquist (1988).
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O género Mikania Willdenow foi proposto em 1803 pelo botanico aleméo Carl
Ludwig Willdenow (1765-1812), em homenagem a Joseph Gottfried Mikan (1743-1814),
conta com mais de 400 espécies, sendo relatadas em regides brasileiras aproximadamente 170
especies, das quais 150 de distribuicdo endémica principalmente entre Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Parana e Santa Catarina (HOLMES, 1995). Na visdo dos botanicos é considerado um
género perfeito por ser grande, fileticamente isolado, citologicamente distinto e
morfologicamente uniforme. Porém, estas mesmas caracteristicas que fazem do género
Mikania um género ideal, tornam a delimitacdo subgenérica e especifica extremamente dificil.
(HOLMES; HIND, 2000)

Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker € um subarbusto trepador, voluvel, com o
caule lenhoso e cilindrico, de coloracdo castanho-acinzentada e verde claro nas pontas, suas
folhas séo opostas de contorno oval e oblongo-lanceoladas, de base obtusa e apice acuminado
de até 15 cm de comprimento e 7 cm de largura, com trés nervuras bem evidentes, pecioladas,
carnoso-coriaceas, verde brilhantes na face superior, mas palida no interior. As flores sédo
hermafroditas, reunidas em quatro capitulos iguais entre si, agrupadas em glomérulos ou
ramos espiciformes congestos, infundibuliformes, com cinco lacinias, com cerca de 5 mm de
comprimento e tubo com 1mm. As bractéolas sdo lineares e medem cerca de 5mm de
comprimento. O fruto tipo aquénio é glabro, pentagular e subcilindrico mede cerca de 2 a 4
mm e é provido de papus com coloragdo rosada de 4 mm de comprimento. (OLIVEIRA et al.,
1986a)

As semelhancas morfoldgicas e organolépticas dificultam a distin¢do entre as espécies
M. laevigata e M. glomerata Sprengel, sendo comum a substituicdo de uma pela outra e a
comercializacdo indistinta entre as espécies (OLIVEIRA et al., 1986a). As diferengas
morfoanatdbmicas entre as espécies Mikania glomerata e Mikania laevigata, relatadas na
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2012c - 4 ed., parte 2, 1° fasciculo, p. 1388), constam de
proporcdes de comprimento e largura semelhantes para as folhas da espécie M. glomerata
enquanto que nas de M. laevigata o comprimento é maior, tornando-as mais alongadas. As
semelhangas entre seus constituintes demonstradas atraves de estudos fitoquimicos
(OLIVEIRA et al., 1984), permitem considerar que ambas podem ser utilizadas de forma
indistinta (BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009), de modo que ambas sdo listadas com as

mesmas indica¢Ges na Farmacopéia Brasileira a partir de 2005. (BRASIL, 2012c)
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2.1.2 Propriedades terapéuticas

As espécies M. laevigata e M. glomerata j& contam com indmeras publicagdes, que
vao de estudos morfologicos (OLIVEIRA et al., 1986a; 1986b), agronémicos (CASTRO et al,
2007), farmacognosticos e fitoquimicos (OLIVEIRA et al., 1984; BIAVATTI et al., 2004;
PEDROSO et al., 2008; BUDEL et al., 2009; FERREIRA; OLIVEIRA, 2010), controle de
qualidade (ROCHA et al., 2008; ALVARENGA et al., 2009) a experimentais e pre clinicos de
eficacia, seguranca (SOARES et al., 2006), e possiveis mecanismos de acdo .(GRACA et al.,
2007)

No que diz respeito a toxicidade, doses de 300mg/kg de xarope de guaco, utilizadas
por 90 dias consecutivos em ratos (DL50=10g/kg), ndo produzem alteracbes em parametros
hematoldgicos ou bioquimicos tanto em machos quanto em fémeas, nem evidéncias de
toxicidade nos sistemas renal, hepatico e pancreatico (GRACA et al., 2007). Em humanos, a
ingestdo de 60ml de xarope de M. glomerata durante 21 dias, ndo produz alteracbes em
parametros laboratoriais para avaliacdo de sistemas hepatico, renal e hematoldgico. (SOARES
et al., 2006)

Dentre as propriedades terapéuticas das espécies M. glomerata e M. laevigata

demonstradas por estudos experimentais, pode-se relacionar:

e Expectorante -Farmacopéia Brasileira, 12 ed. p. 44 (BRASIL, 2012c)

e Broncodilatadora:

Os extratos aquoso, hidroalcodlico e diclorometano de M. glomerata estudados in
vitro, em musculo liso de vias aéreas (traquéia de porquinho da india e brénquio humano,
procedente de tratamento cirlrgico ablativo de neoplasia pulmonar), musculo liso vascular
(anéis de aorta de rato e mesentério de rato) apresentam significativa acdo relaxadora. Os
extratos aquoso e hidroalcoolico produzem inibicdo da contracdo induzida pela histamina em
traquéia de porquinho da India. O extrato hidroalcodlico produz relaxamento dose-dependente
de anéis de traquéia de porquinho da india pré-contraidos com histamina, acetilcolina e
potéssio e também de anéis de brébnquio humano pré-contraidos com potassio. A fracéo
diclorometano também produz relaxamento dose-dependente em anéis de bronquio humano
pré-contraidos com propranolol e com potassio. Este relaxamento ocorre com menos

intensidade em anéis de aorta de rato e leito vascular mesentérico isolado de rato pré-
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contraidos com adrenalina, sugerindo menor afinidade dos ativos da fragdo diclorometano
sobre musculo liso vascular. Esta fragdo, em analise cromatografica mostra 11% de cumarina.
O relaxamento de anéis de traquéia de rato pela cumarina também ¢é relatado pelos autores em
estudo anterior. (SOARES DE MOURA et al., 2002)

O extrato etandlico de M. laevigata, avaliado em anéis de traquéia de rato com e sem
epitélio (cuja auséncia funcional é demonstrada pela incapacidade de relaxamento induzido
por bradicinina) produz relaxamento dose-dependente e ndo relacionado a presenca do
epitélio. O resultado é interpretado como efeito direto dos ativos sobre canais de potassio da
membrana. (GRACA et al., 2007)

e Antimicrobiana:

A atividade antibacteriana de extratos e fracGes de M. laevigata e M. glomerata
avaliada sobre o crescimento in vitro e aderéncia celular a superficie do vidro, de espécies de
S. mutans (principais agentes etioldgicos da cérie dentéria), mostram que a fragcdo hexanica
apresenta atividade bactericida para S. sobrinus e 0s ativos presentes nas fracGes hexanicas de
ambas as espécies apresentam atividade bacteriostatica (4cido caurendico) e bactericida (acido

cupressénico e acido diterpénico) para S. mutans. (YATSUDA et al., 2005)

e Antiparasitaria:

Dentre varias espécies de plantas testadas sobre o crescimento in vitro, de formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis e epimastigotas de Trypanosoma
cruzi, a espécie M. glomerata (extrato hidroetandlico) apresenta inibicdo significativa do
crescimento (%) de todas as formas, sendo a mais significativa (97,5£2,6), para a forma

amastigota de L. amazonensis. (LUIZE et al., 2005)

e Antiespasmodica:

Solugbes etandlocas e hidroetandlicas concentradas de M. glomerata, obtidas por
percolacdo e por refluxo, testadas in vitro em jejuno de rato pré-contraido com acetilcolina e
em ileo de porquinho da india pré-contraido com histamina, mostram acentuada atividade
antiespasmadica dose-dependente, sobretudo para as extragdes etandlicas (independente se
por percol¢do ou refluxo). A cumarina, marcadamente presente nos extratos, isoladamente

néo apresenta acao correspondente. (ABQOY et al., 2002)
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e Antidiarréica:

O extrato hidroetanolico evaporado e reconstituido com agua e administrado a ratos,
seqguido de carvdo vegetal, produz diminuicdo significativa e dose-dependente do transito
intestinal (porcentagem da distancia percorrida pelo carvao, do jejuno ao ceco), comparavel a
loperamida. (SALGADO; RONCARI; MOREIRA, 2005)

e Anti-inflamatéria:

A fracdo diclorometano de folhas de M. glomerata apresenta atividade anti-
inflamatoria e antialérgica, na pleurite induzida por inoculagdo de antigenos em ratos,
demonstrada pela reducdo do infiltrado inflamatério consequente a inoculacdo de antigenos e
inibicdo da degranulacdo de mastdcitos antigeno-induzida. (FIERRO et al., 1999)

e Antiofidica:

Extratos de folhas, caules e raizes de M. glomerata apresentam atividade neutralizante
in vitro, sobre diversos componentes toxicos, farmacoldgicos e enziméticos de venenos dos
géneros Bothrops e Crotalus, mostrando significativa reducdo da atividade hemorrégica
(avaliada pela area de hemorragia subcutanea produzida pela inoculacdo do veneno) para
varias espécies do género Bothrops; inibicdo total da coagulacdo (plasma in vitro) para
venenos das espécies Crotalus durissus terrificus, Bothrops jararacussu e B. newiedi, além de
neutralizacdo total da atividade da fosfolipase A, de C. durissus terrificus. Nenhuma
modificacdo no padrdo eletroforético dos venenos € detectada apds a incubacdo com o0s
extratos, excluindo degradacgdo protéica como mecanismo de acdo potencial. (MAIORANO et
al., 2005)

O extrato diclorometano de folhas de M. glomerata reduz em 30% o edema de pata de
camundongo, produzido pela inoculagdo do veneno de Bothrops jararacucu (SOARES DE
MOURA et al., 2002), enquanto o extrato aquoso por infusdo de raizes de M. glomerata,
reduz em 40% o edema de pata induzido por veneno de Crotalus durissus terrificus
(MAIORANO et al., 2005).

O extrato etandlico de folhas de M. laevigata apresenta protecdo significativa contra

eteitos miotdxicos, neurotdxicos e inflamatorios de veneno da espécie Philodryas olfersii
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sobre preparagdes de nervo frénico-diafragma de camundongo e biventer cervicis de
pintinhos. (COLLAGCO et al., 2012)

2.2 Cumarina

Entre as substancias constituintes das espécies M. glomerata e M. laevigata, as
publicagbes apontam a cumarina como constituinte majoritario (BIAVATTI et al., 2004;
PEDROSO et al., 2008; BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009), sendo considerada marcador
para a espécie, responsavel pelo odor adocicado semelhante a baunilha, caracteristico da

planta e a0 menos em parte, pelas propriedades farmacoldgicas relatadas.

Além da cumarina sdo também relatados entre 0s constituintes, seus precursores,
como o0 &cico orto-cumarico, glicosideos do &cido 2-hidroxi-cindmico (melilotosideos),
derivados terpendides como os acidos caurenoico, beyerendico, taraxerol, lupeol, cariofileno,
espatulenol, e derivados da degradacdo da lignina como o siringaldeido, entre outros.
(PEDROSO et al., 2008; FERREIRA et al., 2010)

A cumarina (fig. 4) é uma lactona derivada do metabolismo da fenilalanina®*, sendo
um de seus principais precursores o &cido cindmico, e formada a partir da ciclizagdo do acido
orto-cumarico. (SOARES, 2002)

A cumarina é composto prevalente em outras espécies de plantas, como no cumaru,
(Dipteryx odorata) de onde se origina a palavra cumarina, ou no trevo doce (Melilotus

officinalis) entre outras.

1 A fenilalanina (fig. 4), representa um dos aminoacidos essenciais, no produzidos por mamiferos em
quantidade suficiente e obtido através da dieta. E relevante mencionar que constitui substrato para a sintese dos
neurotransmissores adrenalina e dopamina, e que a deficiéncia genética de uma das enzimas dessa via
metabolica (fenilalanina hidroxilase), é a causa da fenilcetondria. O acimulo da fenilalanina verificado nesta
condicdo € lesivo para o sistema nervoso. A fenilalanina é sintetizada por plantas pela via do &cido chiquimico,
sendo neste caso utilizada para a sintese protéica ou metabolizada pela via fenilpropantide em diversas
substancias com propriedades aleloquimicas; o 4&cido cinamico representa 0 primeiro passo da via
fenilpropandide nas plantas: é formado a partir da deamoniagdo da L-fenilalanina pela enzima fenilalanina
amonia-liase presente nos vegetais (HYUN et al., 2011). O &cido cindmico é um dos compostos fendlicos
largamente distribuidos na natureza. Os compostos fenélicos podem ser divididos em dois grandes grupos:
flavonoides e &cidos fendlicos; estes dltimos estdo divididos nos que possuem 7 atomos de carbono (C6, C1) ou
acidos benzoicos, e nos que possuem 9 atomos de carbono (C6, C3) ou acidos cindmicos. A posi¢do do radical-
OH no nucleo benzénico resulta nos acidos salicilico, gentisico, p-hidroxibenzoico, protocatequinico, vanilico,
galico e siringico para os &cidos benzoicos; e o-cumarico, m-cumarico, p-cumarico, caféico, fertlico e sinaptico
para os acidos cinamicos (SOARES, 2002). Estas observagdes relativas ao metabolismo da fenilalanina feitas de
modo conjunto no que diz respeito a mamiferos e plantas sdo de interesse para este estudo, que avalia em modelo
experimental de mamifero, a acdo de farmacos de agdo adrenérgica e de extratos de M. laevigata, que tem entre
seus constituintes o acido o-cumarico, que como a adrenalina, € derivado do metabolismo da fenilalanina.
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Figura 4- Cumarina e seus principais precursores.
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Fonte: Soares (2002). Elaboracéo propria.
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Tanto Dipteryx odorata quanto Melilotus oficinalis possuem o odor caracteristico da
cumarina, sendo o composto prevalente em ambas, que por sua vez pertencem a subclasse
Rosidae, ordem Fabales (ver tabela 1). Esta observagdo tem interesse, quando vista a luz da
quimiotaxonomia e de teorias evolucionarias para a classificacdo de plantas como as
propostas por Cronquist (1988), mostrando que as relacbes entre as subclasses de
Magnoliopsida (fig. 5), podem ser compreendidas através da ocorréncia do composto em
espécies da subclasse Rosidae, que presumidamente deu origem a subclasse Asteridae. As
cumarinas simples sdo compostos prevalentes na maioria das tribos de Asteraceae.
(BRANDT, 2003)

Figura 5- RelagOes evolucionérias presumidas entre as subclasses de dicotiledoneas.

6 - Aostenidae

2- Hamamelidae

O tamanho dos baldes é proporcional ao nimero de espécies de cada subclasse. Fonte:
Cronquist (1988).
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A espécie Melilotus oficinalis, em torno de 1930 foi causa de intoxicagdo hemorragica
do gado no norte dos Estados Unidos, e a investigacdo da causa da doenga do gado, resultou
no conhecimento das propriedades anticoagulantes do dicumarol (fig. 6), produto da
metabolizacdo da cumarina por algumas espécies de fungos. A intoxicagdo ficou conhecida
como doenca do feno mofado, o dicumarol foi isolado apds seis anos e sintetizado ap6s mais
um; a Warfarina'?, um analogo mais potente, foi concebida a principio como rodenticida e a

partir de 1950 passa a ser utilizada para tratamento como anticoagulante. (LINK, 1959)

Mais de 1300 cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais, especialmente de plantas
verdes, muitas delas com propriedades bioquimicas e farmacoldgicas estudadas, sendo suas
aplicacdes terapéuticas dependentes dos padrdes de substituicdo. Compostos mais complexos
baseados no ndcleo cumarinico incluem o dicumarol e a warfarina (anticoagulantes), o
psoralen e aflatoxina (agentes fotossensibilizantes) entre muitos outros. (HOULT; PAYA,
1996)

Além da utilizacdo historica na perfumaria, algumas propriedades terapéuticas sao
relatadas especificamente para a cumarina (1,2-benzopirona), como antiedematosa,
antilinfedematosa (CASLEY-SMITH; MORGAN; PILLER, 1993; CASLEY-SMITH et al.,
1993), anti-inflamatoria e antitumoral (HOULT; PAYA, 1996). Também para a umbeliferona,
(fig. 6) ou 7-hidroxicumarina, (considerado o metabdlito ativo da cumarina), composto de
ocorréncia em varias espécies da familia Apiaceae ou Umbelliferae, (subclasse Rosidae,
ordem Apiales, ver tab. 1 e fig. 5) como Daucus carota e Coriandrum sativum,
respectivamente cenoura e coentro, sdo descritas propriedades anti-inflamatdrias comparaveis
a dexametazona. (VASCONCELOS et al., 2009)

Largamente utilizada como tratamento clinico de doencas vasculares por suas
propriedades inferidas a partir de estudos experimentais (BRASIL, 2012b), a cumarina ainda
ndo pode ter confirmadas suas propriedades clinicas em virtude da qualidade dos estudos
disponiveis. (BADGER et al., 2008)

de Karl Paul Link, onde as pesquisas para identificacdo, isolamento e sintese do dicumarol e warfarina se
desenvolveram, a partir da necessidade uma solucdo para o problema enfrentado pelos produtores de gado da
regido. (LAST, 2002)
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Figura 6- FArmulas estruturais do dicumarol e umbeliferona.
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Fonte: Link (1959); Vasconcelos et al. (2009). Elaboracéo propria.

2.2.1 Metabolismo da cumarina

A biodisponibilidade no ser humano é baixa (>5%), devido a metabolizacdo pre-
sistémica (first-pass effect), com a conversdo hepatica via CYP450 A6 para o metabdlito ativo
7-hidroxicumarina (fig. 6), com meia vida de alguns minutos, seguido de glucuronidacdo e
excrecdo urinaria. A conversdo para metabodlitos toxicos (epoxidacdo) ocorre tanto em
roedores como em seres humanos; nestes s ocorre mediante concentracdes elevadas do
substrato, roedores sdo mais sensiveis aos efeitos, porém a bioativacdo hepatica da cumarina
para 0s metabdlitos tdxicos cumarina-epdxido e hidroxifenilacetaldeido em roedores ndo é
bem compreendida. (BORN et al., 1997)

Ha& diferencas nas rotas metabolicas entre espécies: apds a ingestdo de 100mg de
cumarina, coelhos excretam 3-hidroxicumarina e 7-hidroxicumarina na urina, enquanto ratos
ndo apresentam nenhum dos dois compostos em quantidades detectaveis. A abertura do anel
lactonico da cumarina € descrita para ambas as espécies por rota desconhecida, e demonstrada
através da presenca na urina, de acido o-hidroxifenilacético apos a ingestdo — o acido o-
cumarico pode participar como intermediario desta via. (BOOTH et al., 1958)

O relato de toxicidade hepatica em humanos com a dose de 400mg/dia (MORRISON;
WELSBY, 1995), motivou a proibi¢cdo do uso da cumarina na Franga e em outros paises da
Europa. A toxicidade parece estar associada a polimorfismos da via CYP2A6 prevalente em
populacdes da Asia e sul da Europa. Nestes individuos ha reducio da capacidade de formacéo
da 7-hidroxicumarina com deslocamento para producdo dos metabolitos toxicos cumarina-

epoxido e hidroxifenilacetaldeido (AGUILAR et al., 2008). E possivel que se trate de pro-
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farmaco™ (HOULT; PAYA, 1996; VASCONCELOS et al., 2009), sendo a 7-hidroxicumarina
(fig. 6) 0 metabolito ativo e presente em algumas espécies vegetais.

2.3 Salbutamol

O salbutamol é um farmaco derivado da saligenina (figuras 1, 2 e 3) com agéo
relativamente seletiva em receptores B,, com pouca acdo sobre receptores f; do musculo
cardiaco. E classificado como amina simpatomimética de ndcleo ndo-catecol, e sua principal
indicacdo é para o tratamento das crises de asma** por sua acéo relaxante da musculatura lisa

brénquica; porém, suas a¢bes ndo se restringem a esta indicacdo por razdes discutidas adiante.

Utilizado também no tratamento do parto prematuro por sua acdo em musculatura lisa
uterina (CROMBLEHOLME, 2009), dos estados hiperpotassémicos da insuficiéncia renal
cronica (MAHONEY et al., 2008) e da paralisia hiperpotassémica familiar™ por sua acio

hipopotassemiante®.

A presenga prevalente de receptores [, em musculatura estriada de humanos
(LIGGET; SHAH; CRYER, 1988) e outras espécies animais, bem como o aumento de sintese
(PEAREN et al.,, 2009) com diminuicdo da degradacdo protéica associado ao uso de B
agonistas (SATO et al., 2011), suportam o potencial anabolizante desta classe de farmacos.
Sua utilizacdo experimental em ratos, em doses de 0,3mg/kg determina modificacdes
anatdbmicas em fibras musculares musculares desnervadas, induzindo hipertrofia com
conversdo de fibras tipo 11 para tipo I. (SOIC-VRANIC et al., 2005)

13 Composto que necessita sofrer biotransformagao prévia para promover efeito farmacolégico.

 Doenca inflamatéria cronica das vias respiratorias caracterizada por responsividade aumentada da
arvore traqueobrénquica a uma multiplicidade de estimulos. Clinicamente se manifesta por paroxismos de tosse,
chiado e dispneia. Histopatologicamente os achados mais comuns incluem hipertrofia de células globdides,
infiltrado inflamatério com eosinofilos, neutrofilos e linfécitos (especialmente linfécitos T), ativagdo de
mastdcitos e edema das vias aéreas; espessamento da membrana basal por deposicao de colageno e hipertrofia da
musculatura lisa brénquica. Estes achados agravam o aumento da responsividade das vias aéreas, contribuindo
com a limitacdo do fluxo de ar e produzindo os sintomas, incluindo a recorréncia dos seus episodios.
(CHESTNUTT; MURRAY; PRENDERGAST, 2009)

> Doenca hereditaria associada a anormalidade dos canais de sédio caracterizada por episddios
recorrentes de fraqueza muscular nos quais se observa elevagdo dos niveis séricos de potassio. (VENANCE et
al., 2006)

180 relato das agdes da adrenalina sobre o potassio sérico em estudo experimental in vivo com gatos
(D'SILVA, 1934), estimulou estudos dedicados a aminas simpatomiméticas e potassio, que corroboraram seu
emprego terapéutico.
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A utilizacdo veterinaria destes farmacos, como produtores de massa muscular no gado
de corte (RAMOS; SILVEIRA, 2009), estimulou seu uso indiscriminado entre esportistas
com esta finalidade (SILVA et al., 2007). As doses relatadas por usuarios em enderecos de
fisiculturismo na internet sdo de até 60mg/dia - a dose terapéutica é de 4mg/dia (BRASIL
2012a). S&o considerados entre as substancias proibidas pelas organizagbes desportivas
internacionais, figurando entre as 70 prevalentes no “dopping” dos esportes. (WADA, 2012)

2.3.1 Salbutamol - farmacocinética

Quando administrado por via endovenosa tem meia vida de 4 a 6 horas sendo
parcialmente depurado pelos rins e parcialmente metabolizado ao inativo 4’-0-sulfato (sulfato
fenolico), o qual é excretado principalmente pela urina, a maior parte em 72 horas - as fezes
representam via menor de excrecdo. Por administracdo oral, € absorvido pelo trato
gastrointestinal, sofrendo metabolismo de primeira passagem, com a conversdo para sulfato
fendlico. Tanto a droga inalterada quanto seu conjugado sdo excretados principalmente pela
urina. A biodisponibilidade é de 50% e a taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas de 10%.
(BRASIL, 2007)

2.3.2  Salbutamol - mecanismos de acéo

O conhecimento de suas acgdes deve ser entendido a partir das acGes da adrenalina,

pois foi idealizado para reproduzir suas a¢es em receptores-p3.

A adrenalina é horménio produzido pelas glandulas supra-renais, atingindo os tecidos
através da circulagdo sanguinea; também é neurotransmissor, produzido pelas células pos
ganglionares simpaticas do sistema nervoso autbnomo (SNA), sendo neste caso, liberada
localmente nos tecido pelos axonios destes neurdnios, através de terminacdes nervosas livres,
em contato com o tecido conjuntivo adjacente. As acdes da adrenalina sdo, portanto,
desenvolvidas a partir de mecanismos respectivamente sistémicos e locais. (BRODAL, 1984;
GUYTON, 1984)

No que diz respeito as acdes locais, é importante salientar que todos 0s nervos
somaticos de mamiferos sdo constituidos por uma parcela de fibras provenientes do Sistema

Nervoso Auténomo (BRODAL, 1984), portanto, neurbnios de transmissdo adrenérgica
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integram os feixes nervosos para fibras musculares sométicas; apesar do conhecimento de que
a liberagdo sinaptica da adrenalina guarda alguma semelhanca com a da acetilcolina, (uma vez
que é produzida e armazenada em vesiculas no terminal, a extrusdo das vesiculas é
dependente da elevacdo do calcio, e condicionada a presenca de proteinas promotoras da
fusdo das mesmas ao terminal), a sequéncia completa ndo é conhecida (WESTFALL;
WESTFALL, 2010).

No que diz respeito a acdo sistémica da adrenalina, toda célula dotada de receptores
para esta substancia, responde a ela de acordo com as caracteristicas individuais tanto da

célula, quanto do subtipo de receptor adrenérgico presente.

Quando as acdes da adrenalina se desenvolvem nos tecidos a partir de sua ligacdo com
os receptores adrenérgicos'’ presentes na membrana celular, o tempo de agdo é da ordem de
minutos: o neurotransmissor é produzido pelas glandulas supra-renais, liberado na circulacéo
sanguinea, e em seguida destruido pela enzima catecol-orto-metil-transferase (COMT).
Quando liberada pelo terminal nervoso, o tempo de acdo é da ordem de segundos e seu
destino apds liberacdo é a recaptacdo pelo terminal (50 a 80%), difuséo para liquidos vizinhos
e destruicdo no terminal pela enzima mono-amino-oxidase (MAO) (WESTFALL,;
WESTFALL, 2010). O salbutamol tem sua meia vida mais longa por ndo representar

substrato para metabolizacdo por estas enzimas.

O conjunto destas observagdes deve ser mantido em mente durante este estudo, pois a
ubiquidade das acbes da adrenalina deve ser considerada para qualquer tecido estudado; no
modelo experimental aqui utilizado, o nervo (frénico), a juncdo neuromuscular e 0 musculo
estriado estdo em tese, sujeitos a suas acgOes. Estas acdes podem ser desenvolvidas tanto a
partir de mecanismos locais (quando por meio da juncdo), quanto sistémicos (quando a
resposta se da a partir da ligacdo a receptores presentes na membrana da célula muscular do

diafragma).

Os mecanismos de ac¢do sdo desenvolvidos, ao menos em parte, através do sistema

adenilato-ciclase (fig.7).

7O receptor adrenérgico é conceituado como proteina de superficie celular, de alta afinidade a
adrenalina/noradrenlina, cuja ligacdo desencadeia modificagBes intracelulares. As duas maiores classes de
receptores adrenérgicos, o e 3, foram originalmente discriminadas com base em suas agdes celulares, porém
atualmente distinguidas por suas caracteristicas de afinidade a ligantes sintéticos. Pertencem a classe dos
receptores heptahélicos acoplados a proteina-G, podendo ser também classificados de acordo com os subtipos de
proteina-G as quais se ligam, ndo respeitando neste caso a distingdo o e . (MesH, 1973)
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Figura 7- Representacdo do padréo classico de ativagdo de receptor acoplado a proteina-G.
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Resposta celular

Membrana celular com o receptor (R°) e seu sitio de ligagdo para o horménio ou farmaco
(representado em vermelho) na superficie celular externa e as trés unidades (o, p €Y’) de proteina-G na
superficie interna, mostrando a fosforilacdo, destacamento e migracdo da subunidade a para ativacao
da enzima Adenil-ciclase seguido da resposta celular por ativagdo das cinases pelo AMPc. Adaptado
de Jack (1991). Elaborac&o propria.

O processo tem inicio com a ligacdo do horménio (ou farmaco) ao receptor (R°) na
superficie extracelular, que catalisa a fosforilacdo da guanosina difosfato (GDP), acoplada a

subunidade a de proteina G'® na superficie interna da membrana, com seu consequente

8 0O receptor acoplado a proteina G (GPCR-G-protein-coupled receptor), representa a maior e mais
versatil super familia de receptores de superficie celular. Consiste em cadeia Unica de polipeptideos, que
atravessam a membrana celular por 7 vezes e possivelmente evoluiram de receptores sensoriais de ancestrais
unicelulares, conservando sua sequéncia de aminoacidos e também suas relages funcionais com proteinas-G
intracelulares com as quais se relacionam para a transmissdo da mensagem do ligante extracelular. Tecnicamente
a denominacao receptor heptahélico seria mais adequada, pois a versatilidade funcional destes receptores inclui
relagdes com outros tipos de proteinas, estabelecendo padrdes alternativos de sinalizacdo independentes de sua
relagdo com proteina-G. (ALBERTS et al., 1996; FREDRIKSSON et al., 2003)

Capazes de detectar grande variedade de sinais quimicos, (estes sinais podem ser de natureza diversa,
como luz, odores, pequenas moléculas difusiveis como aminas, ou proteinas e macromoléculas) de modo
altamente seletivo, traduzindo este sinal gerado pela interacdo receptor-ligante em resposta intracelular
primariamente através de interagdo com a unidade trimérica de proteina-G, embora padrdes de sinalizagdo
independente sejam descritos; considerados 0s maiores contribuintes para o fluxo de informacédo para a célula, e
por isto relacionados a multiplas doencas, o que faz da Familia importante alvo farmacolégico. (CHEREZOV et
al., 2007)

Segundo classificacdo baseada no genoma humano, estdo distribuidos em 5 Familias, sendo os
adrenoceptores pertencentes a maior delas (Rhodopsina) que por sua vez apresenta 5 grupos principais
(prostaglandina, melatonina, opsina, amina e MECA- Melatonina, Canabindide, Adenosina). No grupo das
aminas biogénicas, estdo locados 0s receptores serotononérgicos, dopaminérgicos, muscarinicos,
histaminérgicos, adrenérgicos, e varios receptores orfdos (cujas agdes sdo desconhecidas). Os receptores -
adrenérgicos encontram-se por raz0es estruturais agrupados em maior proximidade aos dopaminérgicos; sdo
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destacamento. Esta subunidade fosforilada promove a ativacdo da enzima adenilato-ciclase da
membrana celular, que por sua vez catalisa a desfosforilacdo da adenosina trifosfato (ATP)
para monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O AMPc produz a ativagdo das cinases

intracelulares especificas concluindo assim a resposta celular. (JACK, 1991)

Admite-se que a proteina-cinase A € responsavel por todas as acbes celulares em
masculo estriado, incluindo-se a melhora da resposta contratil (BUCHANAN; NIELSEN;
CLAUSEN, 2002), estimulacdo de sintese proteica (SATO et al., 2011) e ativacdo da bomba
de sddio e potéssio (CLAUSEN, 2003), sendo esta Gltima considerada por outros autores,
independente da via do AMPc e por acdo direta do farmaco sobre canais iénicos (TORPHY,
1994).

Uma proposta para o papel da bomba em musculo estriado e cardiaco seria que tanto a
excitacdo da fibra muscular (como no exercicio, que por sua vez também produz liberagdo de
catecolaminas) quanto catecolaminas ou beta agonistas, aumentem a afinidade da bomba Na-
K pelo sodio intracelular, acelerando desta forma a restauracéo dos gradientes transmembrana
de sbdio e potassio, protegendo assim a excitabilidade da fibra muscular. A ativacdo da
bomba aumentaria sua contribuicdo eletrogénica para a restauracdo do potencial da
membrana, preparando a fibra para uma nova contracdo. (BUCHANAN; NIELSEN;
CLAUSEN, 2002)

A proposta de Clausen (2003) para as a¢fes de aminas simpatomiméticas em musculo

estriado podem ser observadas no fluxograma da figura 8.

descritos pelo menos 9 subtipos para receptores adrenérgicos. Todos os ligantes para os receptores deste grupo
sdo constituidos por pequenas moléculas de amina com um Unico anel aromatico. (FREDRIKSSON et al., 2003)

A partir de sua clonagem (DIXON et al., 1986), receptores B-adrenérgicos tem representado modelo
para estudos de sinalizagcdo por ligantes difusiveis, constituem desafio pelas inimeras possibilidades de
sinalizacdo desencadeada pela reacdo receptor-ligante. Sua importancia no panorama de conhecimento atual
pode ser medida pelo premio Nobel de quimica de 2012 concedido a Brian K. Kobilka e Robert J. Lefkowitz
pelos estudos sobre GPCR.
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Figura 8- A¢des de aminas simpatomiméticas em musculo estriado.
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O fluxograma tem inicio com a ligacdo do horménio ou farmaco ao receptor
adrenérgico 2, com subsequente ativacdo da enzima adenil-ciclase, que catalisa a partir do
ATP a formacdo do segundo mensageiro AMPc (representado pela cruz em azul), mediador
da resposta celular conforme apresentado na fig.7. A resposta celular aqui enfocada consiste
na ativagdo da bomba de sodio e potéssio ou enzima Na/K-ATPase, que recolhe o potéssio
extracelular em troca do sodio que entrou durante a despolarizacéo na razéo de 2/3, resultando
em hiperpolarizagdo da membrana, aumento da raz&o intracelular de potassio (por isto atribui-
se a hipopotassemia), sendo estes fendmenos postulados como responsaveis pela melhora da
resposta contratil da célula muscular. A direita estdo representados através de setas com trago
em vermelho, a interferéncia negativa da acdo atibuida a farmacos neste processo: o
propranolol como inibidor da resposta celular via adenil-ciclase por acdo antagonista no
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receptor, a teofilina por acdo inibidora da fosfodiesterase e consequente elevacdo do AMPc
intracelular e os glicosideos digitalicos®® por sua capacidade de ligar-se a subunidade o da
bomba de sddio e potéssio, inibindo sua funcéo. Fonte: Clausen (2003).

2.4 Propranolol

Em virtude de sua utilizagdo como controle de bloqueio para as a¢6es do salbutamol,

serdo abordados brevemente aspectos das agdes do propranolol.

Potente B-receptor antagonista® n&o seletivo, capaz de produzir reducdo das respostas
a estimulacdo simpatica de forma dose dependente em todos os tecidos assim inervados.

Do mesmo modo que o salbutamol suas agdes sdo extensas e incompletamente
compreendidas?!, (sua acdo hipotensora principalmente) muitas das quais indesejadas,

especialmente a broncoconstricdo e a insuficiéncia cardiaca®.

19 Esta acéo inibidora da bomba promovida pelos glicosidios digitalicos, demonstrada por estudos
experimentais é reconhecida também para o masculo cardiaco. Pode explicar a acdo cronotrdpica negativa dos
glicosidios digitalicos, (através da redugdo da excitabilidade do nodo sino-atrial e muito Gtil no tratamento da
fibrilagdo atrial), mas ndo a acdo melhoradora da resposta contratil do miocardio, (ou inotrépica positiva),
demonstrada pelo aumento da fracdo de ejecdo sistolica. Esta acdo melhoradora da contragdo, constitui a base da
utilizagdo clinica dos digitalicos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca (ROCHA et al., 2006), mas a rigor
vai contra 0 esquema apresentado. O mesmo glicosidio digitalico que inibe a bomba por acgdo direta, causa
melhora da contragdo miocardica — isto no minimo p&e em cheque a importancia do papel da bomba na melhora
da resposta contratil proposta pelo esquema da fig. 8: demonstra que apesar da inibicdo da bomba a célula
muscular cardiaca encontra outros meios de promover a resposta contratil; alerta para a complexidade dos
mecanismos envolvidos nas agdes celulares desenvolvidas a partir de alvos farmacoldgicos, e exp6e a fragilidade
dos conhecimentos a respeito dos mecanismos de agdo de fArmacos, mesmo daqueles com décadas de utilizacdo
como € o caso dos digitalicos. Atualmente, a identificacdo de microdominios celulares tem despontado como
responsavel pela grande versatilidade e diversidade das respostas encontradas, e a explicagdo para a melhora da
resposta contrétil do miocardio produzida por digitélicos, é explicada por trocas do sédio intracelular acumulado
pela inibicdo da bomba, pelo célcio extracelular, por acdo da enzima Na/Ca exchanger (NOX), aumentando a
disponibilidade do calcio para as proteinas contrateis do cardiomiécito, além da acdo dos digitalicos sobre canais
de célcio, com aumento da liberacdo do ion pelo reticulo sarcoplasmatico. (TIAN; XIE, 2008)

20 Atualmente o termo agonismo inverso (conceituando ligantes que mostram “eficacia negativa”) tem
sido preferido a antagonismo em funcdo de conhecimentos sobre os tipos de ligacGes estabelecidas entre
receptor-ligante e das modificacbes conformacionais resultantes desta ligagdo com consequéncias para a agéo
celular (KENAKIN, 2001). O agonismo inverso é relatado para o propranolol pela reducédo celular de AMPc
produzida pelo fa&rmaco em cultura de células porém, a estimulacéo de transcricdo génica também € relatada para
o farmaco no mesmo estudo, por vias independentes de proteina-G (BAKER; HALL; HILL, 2003) mostrando
que sua conceituagdo como antagonista -adrenérgico ndo é suficiente para abrigar suas possibilidades de acéo
pois pode atuar simultaneamente como agonista e antagonista (ou agonista inverso).

1 Sua eficacia clinica observada no tratamento da hipertensdo arterial ainda necessita uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos em suas agdes. A producdo de vasoconstricdo do leito vascular de
miusculo esquelético, mediada pelo bloqueio adrenérgico via receptores . € no minimo contraditoria para esta
compreensdo, tanto que em pacientes com feocromocitoma este bloqueio pode resultar em agravamento da
hipertensdo. O agravamento das doencas vasculares periféricas produzido por esta acdo estd relacionado a
caimbras desencadeadas por sua utilizacdo nesta condicdo e é explicado por esta mesma agdo sobre o leito
vascular esquelético. Do mesmo modo, sua acgao antiangina fica dificil de ser explicada somente por suas ag6es
no miocardio (prevenindo o aumento da atividade cardiaca e aumento da demanda de oxigénio além de reduzir a
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Utilizado no tratamento da arritmia cardiaca e da angina pectoris onde se acredita que
suas acoes se desenvolvem através do bloqueio de receptores B por abolirem as influencias
simpaticas para o coracdo. Além desta acdo, reduz o estocamento de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico, propondo-se que sua acao depressora da contratilidade miocardica se de em
parte por este mecanismo. (BOWMAN; RAND, 1980)

Sua aplicacéo clinica no tratamento da hipertensdo arterial (BRASIL, 2012a) ha mais
de 50 anos, longe de ser a unica, também pode ser observada no tratamento do
feocromocitoma®, tireotoxicose?* e do tremor essencial®. Seu potencial inibidor da
proliferacdo e angiogénese (MABETA; PEPPER, 2011) e acelerador da apoptose em células
cancerosas, demonstrado por estudos in vitro, tem estimulado sua indicacdo e utilizacdo para

o tratamento de varios tipos de cancer. (KOZANOGLU et al., 2013)

Quando administrado oralmente, é quase totalmente convertido através da circulagdo
portal em 4-hidroxipropranolol, que tem atividade antagonista [-adrenoceptor
aproximadamente igual ao propranolol, diferindo deste por apresentar atividade
simpatomimética intrinseca® (cronotrépica positiva). Quando usado por via intravenosa, a
acdo se déa pelo pré-farmaco. (FITZGERALD; O'DONNEL, 1971)

2.5 Modelo experimental

O modelo experimental nervo frénico-diafragma de camundongo surge na década de
40, da necessidade de se isolar os fendmenos circulatérios envolvidos na agdo da adrenalina
para uma melhor compreensdo de suas acOes, estudada entdo através de modelos in vivo.
Executado anteriormente por Dale e Gaddum em 1930 em diafragma desnervado de gato, teve
0 éxito comprometido pela falta de oxigenacdo, que limitava a duracdo do experimento a
poucos minutos em decorréncia de fadiga muscular. Edith Bilbring corrige esta falha

forgca de contragcdo miocardica), pois o que faria o musculo liso do leito coronariano se comportar de modo
diverso do esquelético ou bronquico?

22 0 bloqueio de receptores B no coragido pode resultar em excessiva bradicardia e nos individuos que
necessitam da estimulacdo simpatica para manter o débito cardiaco, este bloqueio pode precipitar faléncia.

2 Tumor originério das células cromafins do eixo simpéatico adrenomedular caracterizado pela producéo
autbnoma de catecolaminas.

 Estado decorrente da producdo excessiva de hormdnio tireoideano pelas glandulas tiredides.

% Desordem dos movimentos de expressdo genética, relacionada a disfungéo cerebelar. (TROIANO et
al., 2004)

% Propriedades adicionais de farmacos betabloqueadores, demonstradas pelo aumento da frequéncia
cardiaca em ratos onde se realizou deplecdo de catecolaminas. (FITZGERALD; O'DONNEL, 1971) O termo
agonismo parcial é utilizado para relatar esta agdo.
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suprindo o sistema com aeracdo através de mistura contendo 95% de oxigénio e 5% de gas
carbonico; seleciona o rato por considerar a espessura do diafragma desta espécie adequada e
verifica que a aplicacdo de estimulos no nervo a uma frequéncia de 0,2 Hz (12 por minuto)
permite a sobrevivéncia satisfatdria do conjunto por varias horas, além de realizar ensaios
farmacoldgicos com adrenalina, agentes colinérgicos, anticolinesterdsicos e curarizantes por

meio da adigdo destas substancias na solugdo nutritiva. (BULBRING, 1946)

Representa um sistema bioldgico estanque que permite a avaliacdo de fenbmenos
fisiol6gicos e anatdbmicos que ocorrem nas estruturas destacadas ou seja, 0 nervo, a jungao
neuromuscular e o musculo, livres das interferéncias dos mecanismos de regulacdo sistémica
gue acontecem nos modelos in vivo e muito conveniente para realizacdo de ensaios

farmacolodgicos pela facilidade de sua reproducéo.

2.5.1 Jungéo neuromuscular

E a sinapse entre 0 nervo motor e a célula muscular esquelética responsavel pela
traducdo quimica do impulso elétrico proveniente do nervo para o masculo com finalidade de
gerar contracdo muscular. A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor responsavel por esta

traducao.

Constituida por trés partes distintas: o terminal nervoso, também conhecido como
componente pre-sindptico; a fenda sinaptica ou o espaco entre o terminal nervoso e a célula
onde em invaginacdes da membrana celular se localizam os receptores colinérgicos; e a regiao
pos-sinaptica, representada pela por¢do da membrana celular muscular em contato com o
terminal nervoso (HIRCH, 2007). A complexidade de sua arquitetura e dos mecanismos
envolvidos na transmissdo colinérgica da juncdo ndo constituem objetivo deste trabalho,

sendo a sequéncia das etapas da neurotransmisséo tratadas resumidamente a seguir (fig. 9).

A transmissdo sindptica na juncdo neuromuscular tem inicio com a chegada do
impulso no terminal nervoso determinando a abertura de canais de célcio voltagem-

dependentes®’ presentes no terminal (fig. 9- <), com a consequente entrada de fons Ca++.

2" Como a concentragdo de célcio livre é 1000 vezes maior no meio extracelular, o fluxo se faz para
dentro do terminal nervoso. fons magnésio tem efeito oposto, inibindo a liberagio de ACh, de modo que a
liberacdo de ACh no terminal varia com o grau de despolarizacdo do terminal e com as concentra¢des de Ca++ e
Mg++ no liquido extracelular. (ALBERTS et al., 1994; BOWMAN; RAND, 1980)
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Esta elevagdo da concentragdo de Ca++ no terminal, desencadeia o ancoramento, fuséo e
exocitose do conteudo das vesiculas de ACh (fig. 9- &) ao terminal, por processo dependente
de energia (ATP), seguido da liberagdo da ACh das vesiculas?® na fenda sinaptica. A
presenca de mitocdndrias no terminal fornece esta energia, além de fornecer a molécula de
acetilcoenzima A, que na presenca da colina formard a ACh em reacgdo catalisada pela enzima
colina acetiltransferase. (ALBERTS et al., 1994; WESTFALL; WESTFALL, 2010)

Figura 9- Juncdo neuromuscular e transmisséo colinérgica.

W Aetileolineoterace

® Recepton uicotinico
B Vesicata 4Ch

VU Recestor musearivice

Estdo representadas as trés partes da juncdo (terminal nervoso, fenda sindptica e membrana
celular da célula muscular (sarcolema). Consultar texto para esclarecimento. Adaptado de Alberts et
al. (1994); Hirch (2007); Fagerlung; Eriksson (2009); Westfall; Westfall (2010). Elaborac&o proépria.

%8 Esta liberac&o consiste em sequéncia complexa e incompletamente compreendida: ACh sintetizada no
terminal a partir de acetato e colina é armazenada em vesiculas, por processo dependente de energia (ha presenga
de grande quantidade de mitocdndrias no terminal) e as vesiculas estdo situadas em dois locais do terminal,
sendo um deles préximo ao sitio de liberagdo e outro mais distante (FAGERLUND; ERIKSSON, 2009). A
elevacdo da concentracdo de calcio no terminal é detectada por proteinas especializadas associadas a membrana
das vesiculas, que medeiam a formagdo de complexos com proteinas do grupo SNARE (N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment receptor), a saber, sinaptobrevina, sintaxina, SNAP-25 (synaptosome-associated
protein), responsaveis pelo ancoramento e fusdo das mesmas ao terminal, promovendo entdo o ancoramento e
fusdo daquelas situadas proximas ao terminal e subsequente liberagdo da ACh das vesiculas na fenda sinaptica.
A toxina botulinica digere as proteinas sintaxina e SNAP-25 da membrana plasmatica e sinaptobrevina da
membrana vesicular, impedindo a fusdo das vesiculas e consequentemente a liberagdo da ACh pelo terminal.
(WESTFALL; WESTFALL, 2010)
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Uma vez liberada na fenda sinaptica, a ACh, liga-se ao receptor colinérgico
nicotinico® da JNM (fig. 9 IE‘Tf}), cuja estrutura pentamérica formando poro central é adaptada
para 0 influxo de cations,* permitindo este transito pelo poro apés a ligacdo com a ACh e
resultando em despolarizacdo local. Esta despolarizagcdo local, causa entdo a abertura de
canais de sédio*! voltagem-dependentes (fig. 9- CD), préximos da fenda, permitindo a entrada
de Na+, 0 que por sua vez causa abertura dos canais vizinhos na membrana sarcoplasmatica,

resultando em autopropagacdo do potencial de acdo para toda a membrana da célula muscular.

Receptores colinérgicos muscarinicos também presentes na membrana da célula (fig. 9')
desempenham funcédo facilitadora da contracdo. (ALBERTS et al., 1994; GOODMAN, 2008;
WESTFALL; WESTFALL, 2010)

Ao atingir regides especializadas da membrana sarcoplasmatica (tubulos T) onde
canais de célcio voltagem-dependentes sdo ativados pela onda de despolarizacdo, o Ca++ do
reticulo sarcoplasmatico é liberado para o citosol e ligando-se entdo as proteinas contrateis
intracelulares determinando os fenémenos de acoplamento e deslizamento da actina e miosina
que resultam na contracdo da célula muscular. (ALBERTS et al., 1994; HIRCH, 2007)

% O receptor nicotinico colinérgico da JINM é o mais estudado dos receptores e constitui exemplo de
canais idnicos controlados por ligantes. Estd presente em nimero elevado na jungdo (20.000/um?) e em
pouquissima quantidade em outras regides do sarcolema (ALBERTS et al., 1994). Sdo conhecidos 17 subtipos
de receptores nicotinicos colinérgicos, e os de representacdo muscular sdo pouco diferentes estruturalmente dos
de representacéo no sistema nervoso, sendo estes Gltimos envolvidos em multiplas fungdes no sistema nervoso
central como comportamento, memoria, cognicdo, adicgdo a nicotina; no sistema nervoso periférico, como
moduladores da transmissdo sinaptica na juncdo, promovendo refor¢o na despolarizacdo do terminal mediada
pela ACh (BOWMAN, 1990), ou como sinalizador de hipoxemia através de quimiorreceptor carotideo e ainda
presentes na membranda de macréfagos, integrando reflexos inflamatérios vagais. (FAGERLUND; ERIKSSON,
2009)

¥0 receptor colinérgico nicotinico, representados em corte pela figura ao lado, é formado
por 5 peptideos transmembrana, (por isto denominados receptores pentaméricos), dois dos quais idénticos e com
sitios de ligagdo para a ACh (representados em vermelho). As cinco unidades séo arranjadas como um conjunto
justaposto de 5 cilindros perfurando a camada lipidica da membrana celular, formando um poro na regido
central por onde atravessam os gradientes idnicos. Nas porcdes finais dos cilindros, aminoécidos carregados
negativamente ajudam a excluir fons carregados negativamente e encorajam a passagem de quaisquer ions
positivos menores que 0,65nm para dentro da célula. O trafego normal consiste principalmente de sédio, potassio
e célcio. A seletividade é pequena ao contrario dos canais de cations voltagem-dependentes e as contribuicdes
dos cations para a corrente através do poro sdo dependentes de suas concentragdes e das direcdes das forcas
eletroquimicas entre os meios intra e extracelular. A ligacdo da ACh ao sitio do receptor determina mudanca
conformacional para abertura do poro central durante 1ms, periodo em que se da a passagem dos céations,
seguido de dissociagdo e hidrolise da ACh pela acetilcolinesterase presente na fenda, com a reverséo do receptor
ao estado de repouso inicial. (ALBERTS et al., 1994)

%1 Qutros canais idnicos estdo envolvidos no processo, sobretudo na restauracio do potencial de repouso
da membrana, como canais de cloro e de potassio, estes de varios tipos, com caracteristicas eletrofisioldgicas
diferentes entre si e com agdo especifica nas diferentes fases da restauragdo (GOODMAN, 2008), porém aqui se
considera a despolarizagdo de modo simplificado.
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Imediatamente apds a liberacdo e ligacdo ao receptor colinérgico, a ACh é degradada
em acetato e colina pela enzima acetilcolinesterase (fig. 9- ™) presente na membrana da
célula muscular, sendo esta Ultima recaptada pelo terminal para nova sintese do
neurotransmissor. (GOODMAN, 2008; FAGERLUND; ERIKSSON, 2009; WESTFALL;
WESTFALL, 2010)

A ACh tem também acdo sobre receptores colinérgicos nicotinicos (fig. 9- @) e
muscarinicos (fig. 9- 8), presentes no terminal nervoso (receptores pré-sinapticos), cuja
funcdo é modular sua prépria liberacdo, sendo os muscarinicos pertencentes a classe dos
GPCR e sua interferéncia neste tipo de regulacdo é de carater inibitério (WESTFALL,;
WESTFALL, 2010), ao contrario dos receptores nicotinicos do terminal cuja interferéncia é
excitatoria, reforcando a transmissdo colinérgica na juncdo, sendo um dos mecanismos a

mobilizacdo das vesiculas para a extremidade do terminal. (BOWMAN, 1990)

2.5.2 Musculo estriado

Admite-se que todos os musculos estriados possuem todos os tipos de fibras. Nos
estagios iniciais do desenvolvimento embrioldgico, todos os mudsculos sdo de contracédo lenta
e a diferenciacdo se da em poucas semanas, com variacdes entre as espéecies. A proporcao dos
tipos de fibras musculares que compde um musculo, pode sofrer variagdo num individuo ao
longo da vida, determinada por vias de sinalizagéo relacionadas ao metabolismo da fibra, que
interagindo com fatores genéticos resultam na modificacdo de sua constituicdo (BOWMAN,
1990; ZIERATH; HAWLEY, 2004). E relevante mencionar que o salbutamol produz em
doses terapéuticas modificacOes na expressao génica da célula muscular esquelética em varios
genes relacionados a expressdo da miostatina (PEAREN et al., 2009), e consequentes
modificagdes estruturais nas fibras, com a reestruturacdo das mesmas na direcdo de fibras de
contragdo rapida para de contracéo lenta. (SOIC-VRANIC et al., 2005; SATO et al., 2011)

A velocidade de contracdo de um musculo como um todo € dada pela proporcéo das
fibras que o compdem, sendo que nos adaptados para contracdes rapidas e potentes como 0s
flexores e extensores superficiais, predominam fibras brancas de contracdo rapida (ex. tibial
anterior , flexor digitorum longo e extensor digitorum longo, gastrocnémio respectivamente).

Musculos adaptados para atividade “economica”, lenta e sustentada como os posturais ou
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extensores profundos, sdo compostos na maioria por fibras vermelhas lentas (ex. soleo e
crural). Os adaptados para atividade rapida ou fasica sustentada tem maioria de fibras
vermelhas intermediarias (ex. diafragma), sendo que a prevaléncia de pB-receptores varia em
relacdo ao tipo de fibra, sendo maior nas vermelhas e quase ausentes nas brancas; o que se
admite relacionar-se ao surgimento de tremor observado quando da utilizagcdo de agonistas

seletivos B, para tratamento clinico de doengas do sistema respiratorio (BOWMAN, 1990).

Algumas das caracteristicas que diferenciam os principais tipos de fibras musculares

estriadas estdo listados na tabela a seguir:

Tabela 2- Caracteristicas de fibras musculares estriadas.

CONTRACAO LENTA INTERMEDIARIA RAPIDA
Twitch — sinonimia do inglés Slow Intermediate Fast
ADAPTACAO/atividade Tonica sustentada Fasica sustentada Fasica curta
Modelo EXTENSORES DIAFRAGMA FLEXORES
COR VERMELHA ROSADA BRANCA
VELOCIDADE CONTRACAO BAIXA ALTA ALTA
MIOSINA ATPase BAIXA ALTA ALTA
RESISTENCIA A FADIGA ALTA INTERMEDIARIA BAIXA
CAPACIDADE OXIDATIVA ALTA ALTA BAIXA
ENZIMAS ANAEROBICAS BAIXA INTERMEDIARIA ALTA
MITOCONDRIAS ALTA ALTA BAIXA
MIOGLOBINA ALTA INTERMEDIARIA BAIXA
GLICOGENIO BAIXA INTERMEDIARIA ALTA
INERVACAO (sinapses) 1-2 1 1
CAPILARES ALTA INTERMEDIARIA BAIXA
FORCA BAIXA INTERMEDIARIA ALTA
DIAMETRO BAIXO INTERMEDIARIO ALTO
Tipo |
MHC Tipo Il A Tipo Il B
(myosin heavy chain) cardiaca B
POTENCIAL DE ACAO + + +

Fonte: Bowman (1990); Zierath; Hawley (2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

Realizar protocolos farmacoldgicos estratégicos visando ao entendimento dos
mecanismos de acdo do guaco, através de estudo comparativo da atividade dos extratos de
diferentes polaridades de Mikania laevigata Shultz Bip. ex Baker com os farmacos
salbutamol, propranolol e o fitoquimico comercial cumarina (1-2, benzopirona) em modelo
experimental de nervo frénico-diafragma de camundongo, tendo em vista a acdo do conjunto

dos farmacos e extratos em musculatura estriada.

3.2 Especificos

e Produzir extratos de diferentes polaridades de Mikania laevigata devidamente
identificada, a partir de material vegetal obtido junto ao Nucleo de Estudos

Ambientais da Universidade de Sorocaba.

e Realizar anélise cromatografica (Cromatografia em Camada Delgada) dos

extratos obtidos.

e Realizar ensaios farmacoldgicos com os farmacos e extratos obtidos, em

modelo experimental de nervo frénico-diafragma de camundongo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi obtido no canteiro do Nucleo de Estudos Ambientais da Uniso
(NEAS), localizado no campus da Universidade de Sorocaba, na Rodovia Raposo Tavares km
92,5. No herbério permanece guardada a exsicata identificada por B. Loeuille do Instituto de
Biologia da Universidade de S&o Paulo como Mikania laevigata.

A coleta foi realizada em maio de 2011, retirando-se folhas frescas a partir do terceiro
no. Estas folhas foram desidratadas em estufa (Marconi®) durante 4 dias a 42°C por meio de
circulacdo de ar. Apds a secagem as folhas foram moidas em moinho de facas e martelos
(Marconi®), e armazenadas em sacos plasticos de polietileno, protegido da luz, dentro de lata
de aluminio, guardada e identificada.

4.2. SOLVENTES E FARMACOS

Hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, tolueno, alcool, acetona e &cido
acético, Ecibra®. Cumarina, salbutamol, rutina, B-sitosterol e dimetilsulféxido (DMSO)
Sigma®, Propranolol cloridrato BP/USP, origem China, hemitartarato de epinefrina
Ariston®. Polietilenoglicol (PEG 400) Synth®.

4.3. EXTRATOS

4.3.1 Extrato Bruto

Empregou-se 130g do pé da droga vegetal para extragdo por maceracdo dinamica, até
exaustdo, inicialmente com 600ml etanol 50% v/v (preparado a partir do alcool etilico de cana
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92,5 INPM). Esta solugcdo macerou por 24 horas, sofreu agitagdo por 3 horas e ao término
desse periodo foi filtrada. Em seguida foi adicionado mais 500 ml de etanol 50% ao p6 da
droga vegetal, macerou-se mais 1 hora, agitou-se 3 horas e procedeu-se a segunda filtragéo.
Este procedimento foi repetido até a sexta maceragéo ativa onde foi observada a exaustao pela
reacdo de fluorescéncia com solucdo etandlica de hidroxido de potéassio (KOH) a 5%.
Resultou em aproximadamente 3 litros de extrato bruto em etanol 50% ou seja, empregou-se

10 vezes o volume de solvente para a quantidade de droga usada.

O controle da exaustdo foi feito pela reacdo de fluorescéncia da cumarina em solucao
etanolica de hidroxido de potassio (KOH 5%): apds cada extracdo, absorveu-se uma gota do
extrato em papel filtro e sobre ela uma gota de hidroxido de potassio para visualizacdo da

reagdo atraves de luz ultravioleta (365nm).

O extrato obtido foi concentrado em rotaevaporador Buchi R-215 até eliminac¢do do
etanol a 37° C e 70 rotagdes por minuto (rpm), reduzido a aproximadamente 780ml (reducdo
de aproximadamente 60%). ApOs evaporacdo o extrato foi congelado em Cod Lab Ultra
Freezer CL 200 — 80V, a -20° C e liofilizado em equipamento Thermo Electron Corporation -

ModuloD Freezer Dryer. Este extrato foi designado como EHA.

4.3.2 Extrato Aquoso por Infuséo

Foram realizados dois tipos de extratos aquosos por infusdo, o infuso 1 (INF1)
preparado a 1% m/v, sendo utilizado 1g de p6 da droga vegetal em 100ml de dgua e o infuso 2

(INF2), a 2%, para o qual utilizou-se 2 g de p6 da droga vegetal em 100ml de agua a 90°C.

O preparo dos infusos 1 e 2 foi realizado por maceracdo do p6 da droga vegetal
durante uma hora, em 80ml de agua quente em ponto de fervura, em recipiente de vidro

tampado com vidro de relogio. Filtrado em papel de filtro e completado para 100ml.

Apos resfriamento os mesmos foram congelados em Cod Lab Ultra Freezer CL 200-
80V - 20 °C. Apos congelamento esses extratos foram liofilizados em equipamento Thermo

Electron Corporation - Modulo D Freezer Dryer.
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4.3.3 Extratos obtidos com solventes de diferentes polaridades

Para a obtencgéo de extratos com solventes de diferentes polaridades foi empregado o
método de maceracdo dinamica, a partir de 20g do p6 da droga. A cada adi¢cdo de solvente
macerava-se por 1 hora e agitava-se com imd em uma chapa magnética sem temperatura, por
30 minutos, ao término do qual a solucdo era filtrada. ExtracGes iniciais de 140ml de cada
solvente, e sub extracbes de 80ml, sequenciais, até observar-se a reducdo da presenca de
fendlicos e cumarinas nos extratos, atraves de monitoramento com reativo de cloreto férrico
2% (a vista desarmada) e solucdo etandlica de KOH (em 365nm), respectivamente, bem como
reacao para presenca de flavonoides com cloreto de aluminio a 2,5% em metanol, observados
por meio de luz UV 365nm. Para esses controles, empregavam-se tiras de papel de filtro com
extrato e reagente, sendo preconizada a aplicacdo de 5 toques.

Assim sucessivamente, foram empregados os solventes em ordem crescente de
polaridade: hexano (EH), diclorometano (ED), acetato de etila (EAC) e 0 metanol (EM).

Todos os extratos foram evaporados em rotaevaporador Bilichi R-215 e estocados em
dessecador, sob pressdo reduzida. A massa dos residuos foi registrada e calculada as

porcentagens dos rendimentos obtidos dos residuos de cada extrato.

4.4 CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA

A analise cromatografica foi feita por meio de 5 sistemas, todos ascendentes, sendo o
sistema 1 adaptado da Farmacopeia Brasileira, 4% Edicdo (BRASIL, 2012c), fases moveis
citadas por Wagner; Bladt; Zgainski (1984) e sistema 2, adaptado de Harborne (1998).

Para todos os sistemas, empregaram-se solucGes padrdes, sendo a presenca de
cumarina avaliada em comparacdo com solucdo padrdo de cumarina Sigma a 1% m/v (10mg
de padrdo/ 1ml de etanol 50%). Para estudo do perfil flavonoidico, empregou-se padrdo de
rutina Sigma (solugdo 1% m/v, em etanol 50%), e para perfil terpénico, solugdo padréo de

beta-sitosterol (1% m/v, em hexano).
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Para avaliacdo dos perfis utilizaram-se 3 sistemas de revelacdo adaptados de Wagner;
Bladt; Zgainski (1984). Séo eles: solugdo etandlica recém-preparada de hidréxido de potassio
(KOH) 10% ml/v; solucdo de NP/PEG (acido difenilbdrico-2-aminoetil-ester 1% em etanol
p.a./polietilenoglicol 400 a 5% em etanol p.a) e solucdo de anisaldeido-sulfarico (0,5ml de
anisaldeido, 10ml de &cido acético glacial, 85ml de metanol e 5ml de acido sulfdrico) apos
aplicacdo, aquecimento da placa a 105°C por 5 min. Além de registros por visualizacdo em

ultravioleta 365nm antes de todas as revelagoes.

Os sistemas cromatograficos foram empregados da seguinte forma (tabela 3):

e Sistema 1: Composto por fase estacionaria de silica gel alugram UV254, espessura de
200um e fase movel (120ml) composta por uma mistura de tolueno, diclorometano e
acetona (45:25:30). Padrdes de cumarina (PC) e beta-sitosterol (PBS). Revelagdo com 0s
3 reveladores: KOH, NP/PEG e anisaldeido-sulfurico.

e Sistema 2: Composto por fase estacionaria de silica gel alugram UV254, espessura de
200um e fase movel (120ml) composta por uma mistura de hexano e acetato de etila (8:2).
PadrBes de cumarina e beta-sitosterol. Revelacdo com os 3 reveladores: KOH, NP/PEG e

anisaldeido-sulfurico.

e Sistema 3: Composto por fase estacionaria de silica gel alugram UV254, espessura de
200um e fase mével (120ml) composta por uma mistura de acetato de etila, acido formico
e agua Milli-Q (9:1:1). Padrbes de cumarina e beta-sitosterol. Revelagdo com KOH e

anisaldeido-sulfirico.

e Sistema 4: Composto por fase estacionaria de silica gel alugram UV254, espessura de
200um e fase movel (120ml) composta por uma mistura de acetato de etila, acido férmico,
acido acético e agua Milli-Q (100:11:11:24). Padrdes de rutina (PR) e cumarina. Revelagéo
com NP/PEG.

e Sistema 5: Composto por fase estacionaria de celulose, sendo empregadas placas
Whatman 3mm CHR e fase mdvel composta de uma solucdo de &cido acético a 10% v/v.
Padréo de cumarina e revelagdo com solugéo de KOH.

As amostras ensaiadas em todos os sistemas foram 0s extratos convenientemente
solubilizados: EHA (1% m/v em etanol 70%); INF1 e INF2 (10% m/v em etanol 70%); EH
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(1% m/v em hexano); ED (1% m/v em diclorometano); EAC (1% m/v em acetato de etila) e
EM (1% m/v em metanol).

Todas as solugbes padrdes e as amostras foram aplicados através de capilares,

efetuando-se 3 aplicacGes para cada amostra.

Os sistemas cromatograficos realizados foram registrados em fotos das placas antes e

apos a revelacao.

Tabela 3- Resumo do planejamento das cromatografias.

Fase estacionaria | Sistema Fase movel Revelacéo Padrao
P —|
1 T45:D25:A30 KOH
NP/PEG
2 H8:AE2 Anisald. sulf. | PC
Silica gel KOH PBS
ili
3| AEIACFLMQL Anisald. Sulf.
4| AE100:AcF11:AcA11:MQ24 | NP/PEG Eg
Whatman 5 AcA10%v/iv KOH PC

legenda 1: T-tolueno, D-diclorometano, A-acetona, H-hexano, AE-acetato de etila, AcF-acido
formico, AcA-acido Acético, MQ-agua Milli-Q, PC-padrdo cumarina, PBS-padrao beta-sitosterol, PR-
padrdo rutina, KOH-hidroxido de potéassio, NP/PEG-acido difenilbérico-2-aminoetil ester/
polietilenoglicol 400.

4.4.1 Analise qualitativa

A analise qualitativa das substancias foi realizada através do célculo do seu Rf

(retention factor ou fator de retencéo, em portugués) que se determina utilizando a expressao:

_ distancia (cm,mm) percorrida pela substancia
distancia (cm,mm) percorrida pelo eluente

Rf

Sendo que a distancia percorrida pela substancia, mediu-se desde o ponto de aplicacao

ou ponto de partida da amostra até o centro da mancha, e a distancia percorrida pela fase
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movel, desde o ponto de partida até o ponto extremo atingido por ela. (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 1993)

45 MODELO EXPERIMENTAL

45.1 Animais

Os animais utilizados foram camundongos Swiss machos, pesando entre 20 e 30g,
fornecidos pelo Biotério da Uniso, onde receberam racao e agua ad libitum e foram mantidos
em gaiolas climatizadas a 25° C em sistema de ventilagdo e exaustio, umidade controlada em
microambiente livre de contaminacdo. Os experimentos foram conduzidos de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, editados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA, atual SBCAL- Sociedade Brasileira em Ciéncia de Animal
em Laborat6rio) em junho de 1991, tendo sido aprovado o projeto pela comissdo de ética em

pesquisa animal da Universidade Federal de Sdo Carlos, sob 0 nimero 028/2012 (Anexo A).

4.5.2 Solucdo de Tyrode

Concentraces (em mM): NaCl 137; KCI 2,7; CaCl;1,8; MgCl, 0,49; NaH,PQO,
0,42; NaHCO3 11,9 e Glicose-11,1.

45.3 A técnica

A técnica utilizada foi a de Bulbring, modificada para camundongos (BULBRING,
1946). Os animais foram sacrificados pela seccao e sangria dos vasos cervicais, apos anestesia

inalatdria, em recipiente fechado contendo algoddo embebido com halotano.
O procedimento cirdrgico foi realizado post mortem e consistiu nas seguintes etapas:

e Incisdo ventral da pele e subcutaneo do animal desde a regido ventral inferior até a regido

cervical para exposi¢do da caixa toracica e abdome
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e Incisdo da musculatura abdominal na margem dos Ultimos arcos costais, sec¢do do
esofago e ligamentos inferiores do diafragma com separacdo da caixa toracica do

abdome

e Abertura da regido superior da caixa toracica proximo aos segundos arcos costais para

exposicao dos nervos frénicos

e Isolamento dos nervos com bastdo de vidro para serem amarrados com fio de algoddo e

em seguida isolados por incisdo acima do ponto de amarracéo
e  Retirada dos 6rgdos intra-toracicos preservando-se 0s nervos amarrados

e Retirada da caixa toracica por incisdo dos arcos costais na proximidade de sua
emergéncia das vértebras em toda a extensdo da caixa toracica seguida da incisdo da
insersdo posterior do diafragma, completando assim a liberagdo da mesma do corpo do

animal

e Transferéncia da caixa toracica para recipiente contendo solucdo nutritiva de Tyrode
aerada onde através de incisdo do externo e do diafragma medialmente obtém-se os
conjuntos direito e esquerdo de nervo frénico-hemitérax-hemidiafragma ou as

preparacoes

e Amarracdo da extremidade livre de cada hemidiafragma na regido central da linha de
seccdo com fio de algodao, que como se descreve adiante sera utilizada para aplicacao de

tensdo no musculo

A seguir cada preparacdo foi fixada pelos arcos costais em uma cuba de acrilico de
volume aproximado de 6ml, contendo 5ml de solucéo de Tyrode, provida de ganchos de metal
na sua base para a fixacdo; os ganchos séo conectados a fios de metal capazes de transmitir
estimulos elétricos diretos no musculo. Esta cuba é provida de entrada para aeragéo e suporte

para fixagdo da mesma, indispensavel para aplicagdo de tensdo na preparagéo (fig. 10).

A aeracdo se fez com carbogénio (mistura de 95% de O, e 5% de CO,) durante todo o
procedimento experimental bem como a temperatura foi mantida em 37°C por meio de

imers@o do conjunto em banho-maria.
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A extremidade livre do diafragma foi tensionada por meio do fio de algoddo ao
transdutor isométrico e o nervo frénico posto em contato a eletrodo metélico para aplicagdo de

estimulos elétricos nos experimentos por estimulacao indireta.

4.5.4 Aparelhos e registros

O mdasculo foi submetido a tensdo constante de 5g e a estimulacdo direta (musculo-
amplitude do estimulo 30mV) e indireta (nervo frénico-amplitude do estimulo 3 mV) gerado
por estimulador ESF-15D com 0,2 ms de duragdo e 0,2 Hz de frequéncia (12 estimulos por

minuto) tanto para estimulo direto quanto para indireto.

O registro da forca de contracdo muscular foi obtido através de transdutor isométrico
cat. 7003, acoplado a um fisiografo 2-Channel Recorder Gemini cat. 7070 contendo
amplificadores Basic Preamplifiers cat. 7080 (Ugo Basile).

O esquema da figura 10 resume as condi¢bes necessarias para a execucdo dos

experimentos.

Figura 10- Esquema das conexdes da unidade miografica.
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O conjunto de diafragma e nervo frénico (tridngulo rosa) é imerso em cuba contendo solucéo
de Tyrode e provida de entrada para aeracdo (carbogénio) e de ganchos em sua base, onde se fixam os
arcos costais do conjunto. A extremidade livre do diafragma é tensionada ao cabo mével do transdutor
por amarragdo. O estimulo elétrico gerado no estimulador é enviado para o eletrodo que em contato
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com o nervo produz a despolarizagdo do mesmo. Uma vez despolarizado, o nervo desencadeia a
liberacdo de ACh na fenda sinéptica, como apresentado na figura 9, resultando na contragcdo muscular.
A resposta mecénica é transformada, via transdutor isométrico em forca de contragdo, que por sua vez
é captada pelo fisidégrafo que registra tais sinais. Este esquema simplificado ndo mostra os suportes de
fixacdo da cuba ou do eletrodo, nem o banho-maria sobre o qual se assenta a cuba. Elaboracao prépria.

4.5.5 Delineamento experimental

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados por meio da adi¢do dos farmacos e/ou
extratos na solugdo nutritiva, com a finalidade de se verificar as modificagdes produzidas
pelos ativos farmacoldgicos no modelo experimental. Para isto, a solubilidade do farmaco na
solucdo de Tyrode é condicdo indispensavel. A cumarina e 0s extratos de solventes de
diferentes polaridades ndo apresentam boa solubilidade, por este motivo, foi necessaria a
utilizacdo dos agentes solubilizantes polietilenoglicol (PEG) e dimetilsulfoxido (DMSO). Os
demais farmacos e extratos utilizados apresentam boa solubilidade em &gua.

As concentragfes utilizadas para 0s ensaios com farmacos e extratos foram
padronizadas a principio em 0,5 - 1 - 2,5 - 5mg, porém o rendimento de alguns extratos bem
como a acdo dos farmacos ndo permitiu a manutencdo desta proposta; a evolucdo do estudo

determinou as concentra¢fes mais interessantes para avaliacao.

Para a solubilizacdo dos extratos de solventes de diferentes polaridades, utilizou-se
polietilenoglicol 400 (PEG 400) ou dimetilsulfoxido (DMSQ) nas concentracfes de 3ul/ml e
6ul/ml respectivamente (CINTRA-FRANSCISCHINELLI et al., 2008).

PEG ou polietilenoglicol constitui polimero do etilenoglicol (Fig. 11), ndo téxico e ndo
imunogénico, que pode ser identificado pelo nimero de mondmeros constituintes (por
exemplo, o PEG 40 tera 40 unidades de etilenoglicol) ou pelo seu peso molecular (este
dividido por 44, valor aproximado do peso do monémero, resultara no nimero de unidades
constituintes). Sua consisténcia varia de acordo com o peso molecular, bem como suas
propriedades farmacoldgicas. (JOKERST et al., 2011)

DMSO ou dimetilsulfoxido constitui pequena molécula anfipatica (fig. 11),
classificada como solvente (solubilidade polar e apolar) e agente crioprotetor. Pode ser
absorvido pela pele ou por ingestdo, apds o que é amplamente distribuido por tecidos e
liquidos corporais. Pode ser eliminado pelas fezes e urina (dimetilsulfoxido e o metabdlito

dimetilsulfona), pela respiracdo e pela pele (metabolito dimetilsulfureto), produzindo
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caracteristico odor de alho (PUBCHEM, 2012). Apresenta diversas aplicacdes, farmacéuticas
e biotecnologicas, sendo tradicionalmente utilizado como agente crioprotetor, e para
promover a penetracdo de substancias pela pele. Suas propriedades farmacologicas
demonstradas por estudos experimentais, incluem a modificacdo na estrutura de membranas
lipidicas, cuja intensidade varia com as concentragfes utilizadas, podendo produzir apenas
ondulacGes na membrana, sem modificacdo da permeabilidade (concentragcbes menores que
15%), formacdo de poros com aumento da permeabilidade da membrana a agua e ions
(concentracOes de até 20%), aumento da permeabilidade a macromoléculas, com consequente
perda dos mecanismos reguladores da osmolaridade e surgimento deformacdes celulares
(concentragBes maiores que 30%). (MENORVAL et al., 2012)

Figura 11- Dimetilsulféxido, monémero e polimero do etilenoglicol.
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Formulas estruturais do dimetilsulfoxido, etilenoglicol e polietilenoglicol. No PEG, o terminal
R, esta associado a ligagdes com moléculas e nanoparticulas e 0 R, a interacbes com o solvente.
(JOKERST et al., 2011)

45.6 Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos foram expressos como média * erro padrao
da média. A significancia das diferencas observadas foi determinada pelo teste ndo pareado t-

Student, com valor p<0,05, considerado significante.



56

5 RESULTADOS

5.1 DROGA VEGETAL

Da coleta das folhas de M. laevigata, obteve-se 1,175kg de folhas frescas, que foram
desidratadas e moidas. Apds secagem e moagem obteve-se 1869 de p6 da droga para obtengéo
dos extratos. O rendimento apds secagem foi de 15,8% (umidade retirada na proporcéo de

aproximadamente 84%).

5.1.1 Extrato bruto- EHA

A partir de 130g do pé da droga, obteve-se 22,3857g de extrato bruto liofilizado

(EHA), 0 que demonstrou um rendimento de aproximadamente 17%.

5.1.2 Extrato aquoso (INF1 e INF2)

Obtiveram-se 0,1457g de INF1 (14,57%) e 0,2337g de INF2 (11,685%) que foram
utilizados tanto na cromatografia em camada delgada, como nos ensaios farmacoldgicos.
Esses rendimentos demonstraram que o uso do dobro da quantidade de droga (INF2) nédo
resultou em acréscimo proporcional de extraiveis. No entanto, salienta-se que no processo de
liofilizacdo, a higroscopicidade do liofilizado promoveu perdas na computacdo final do
rendimento, sendo parte do extrato perdido por aderéncia no frasco de liofilizagdo. De
qualquer forma, compreende-se que o rendimento foi aparente e a despeito das perdas, o valor
em gramas obtido para INF2 foi utilizado para calcular a restituicdo da concentracdo a 2%

para a realizacdo de um dos protocolos farmacoldgicos.

5.1.3 Extratos obtidos com solventes de diferentes polaridades

A partir de 209 de droga obteve-se aproximadamente 380ml de extrato de hexano, que
apos a evaporacdo do solvente resultou em uma massa de aspecto xaroposo. Em seguida, o
solvente residual foi extraido por pressdo negativa em dessecador e obteve-se 0,6031g de

extrato hexanico, o que demonstrou um rendimento de aproximadamente 3,0155%.
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Este procedimento foi repetido para os demais solventes de polaridades crescentes
sendo necessérias oito maceracGes para 0s extratos de diclorometano, acetato de etila e
metanol, que foram evaporados e concentrados a secura. Ao final, para os extratos ED, EAC e
EM, obtiveram-se residuos de 0,3894g, 0,1371g e 2,3044g, com rendimentos de 1,9470%,
0,6855% e 11,5220%, respectivamente. Estes resultados estdo sumarizados na tabela 4 e o
rendimento geral dos extratos na figura 12.

Tabela 4- Dados de extracdo e rendimento dos extratos de M. laevigata.

o Ndmero Volume de Volume total ~ Massa do
© © Solventes de solvente empregado residuo Rendimento
[ 3e)
g 2 etapas por etapa (ml) (g) (%)
§ e extrativas (ml)
0 Hexano 4 140+(3x80) 380 0,6031 3,0155
Q Dicloro-metano 8 140+(7x80) 700 0,3894 1,9470
Acetato de Etila 8 140+(7x80) 700 0,1371 0,6855
Metanol 8 140+(7x80) 700 2,3044 11,5220
130g Alcool 6 - 3000 22,3857 17,22
g | Agua INF1 - 100 0,1457 14,57
2g INF2 - 100 0,2337 11,68

Figura 12- Rendimento geral dos extratos de M. laevigata.

Obtencdo dos extratos

| I | I I

Extrato Infuso 1 Infuso 2 Extrato de Extrato de Extrato de Extrato de
Hidroalcodlico (| N Fl) (| N FZ) Hexano Diclorometano Acetato de Etila Metanol
(EHA) (EH) (ED) (EAC) (Em)
[ | |
130g de p6 1g de pé 2g de p6 20g de pé6 da
da Droga da Droga da Droga Droga
Maceragéo Dinamica/ Infusdo/ Maceragio Dinamica/
Rotaevaporador/ Maceragido Simples/ Rotaevaporador
Liofilizador Liofilizador

I
Rendimentos (%)

EHA INF1 INF2 EH ED EAC EM
17,22 14,57 11,685 3,0155 1,947 0,6855 11,522
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5.2 CROMATOGRAFIAS
5.2.1 Revelacdes pelo sistema 1

A figura 13 ilustra o perfil cromatografico dos extratos de M. laevigata nas

cromatoplacas submetidas ao sistema 1, apds revelacdo com os agentes cromogénicos.

Figura 13- Fotos das cromatoplacas dos extratos de M. laevigata reveladas pelo sistema 1.

ﬁ—;@mmm

PC PBS EH ED EAC EM PBS PC INF1 INF2 EHA PBS PC

S Revelade com hidhivids de potdssic

(UY 365um)
PBS EH ED EAC EM PBS PCINFL INF2 EHA PBS PC
Revelado com NPIPEG
(UY 365um)

PC-padréo cumarina, PBS-padréo beta-sisosterol, extratos EH, ED, EAC, EM, EHA, INF1 e 2.
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A placa revelada com anisaldeido sulfurico permitiu observar que a cumarina nao
apresenta nenhum padrdo de revelacdo especifico. O padrdo de beta-sitosterol mostrou-se
violacio, conforme Harborne (1998), sendo que a presenca de compostos semelhantemente
terpénicos foram observadas principalmente nos extratos EH, ED e muito pouco no EAC (Rf=

0,22) e EHA, com manchas fracas (tabela 5).

Observou-se que o EH apresentou maior expressédo das manchas de Rf= 0,83 e 0,73,
com formacdo de rastro na placa, e o ED, mostrou 4 manchas terpénicas, com menor

expressdo daquelas compativeis com as do EH.

O EM ndo mostrou nenhuma mancha expressiva compativel com a presenca de
terpenos, bem como, o INF1 e INF2. Observou-se que no EH, houve uma mancha de Rf=
0,73 compativel com a do padrdo de beta-sitosterol, podendo indicar a presenca deste neste

extrato e nas folhas de M. laevigata.

A placa revelada com KOH permitiu observar a presenca da cumarina e do acido o-
cumarico nos extratos aquosos (INF1 e INF2) e no extrato bruto (EHA). O extrato de

diclorometano ndo possui acido o-cumarico, mas mostrou a presenca marcante da cumarina.

O extrato de hexano ndo apresentou presenca expressiva de cumarina e nem &cido o-
cumarico, apenas poucas clorofilas, entretanto possui terpenos, como observada na placa

revelada com Anisaldeido sulfurico, e maior expressdo de beta-sitosterol (Rf = 0,75).

Os extratos de acetato de etila e metanol ndo possuem presenca expressiva de

cumarina, no entanto apresentam grande quantidade de acido o-cumarico (Rf=0,26).

A placa revelada com NP/PEG permitiu observar que o0 EH ndo possui expressdo de
fluorescéncia, o ED possui resquicios insignificantes entre as clorofilas a aproximadamente

Rf= 0,22 e trés manchas de clorofila fluorescentes vermelhas em Rf=0,95; 0,82 e 0,66.

O EAC possui uma mancha de flavondide, com fluorescéncia amarela em Rf= 0,24 e

uma mancha de clorofila em Rf= 0,95.

O EM néo possui clorofilas, no entanto apresenta duas manchas fortes de flavondides
nos Rf= 0,22 e Rf= 0,0 onde uma forte fluorescéncia laranja ficou no ponto de aplicacéo, o
que indica a provavel presenca de glicosideos flavonolicos. Esses flavondides também foram
encontrados no ponto de aplicacdo dos infusos 1 e 2 e no extrato hidralcoolico. Nos INF1,

INF2 e no EHA pode-se visualizar manchas de flavonoides (Rf= 0,37 e 0,33) e acidos
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fendlicos (Rf= 0,69), além dos glicosideos flavondlicos citados acima. Os dados das
cromatografias do sistema 1 podem ser resumidos na tabela 5 e na figura 14.

Tabela 5- Fatores de retencdo dos extratos de M. laevigata (sistema 1).

Sistema 1: reveladores | PC PBS | EH ED EAC | EM | INF1 | INF2 | EHA

0,88

083 | 083 | - - - 0,80

Anisaldeido Sulfarico 0.75 | 073 | - ) i i ) 0.74

Front: 10,2 cm 065 | - - 062 | 062 | 062
022 | 0,22 | 0,22

084 | - 083 | 081 | - - 1084 |084 |082

KOH
Front: 10,2 cm

0,26 | 0,26 | 0,31 0,31 0,31

0,69 0,69 0,69

037 0,33 0,33

NP/PEG
Front: 10 cm

022 | 0,24 | 0,20

0,00

PC-padrao cumarina, PBS-padréo beta-sitosterol, extratos EH, ED, EAC, EM, INF1, INF2 e EHA.

Figura 14- Fatores de retencdo dos extratos de M. laevigata (sistema 1).

SISTEMA 1

WPEG OANIS mKOH

Cada bastdo representa um fator de retencdo e as cores dos bastbes sdo representadas de
acordo com as intensidades das manchas mostradas pelas placas. Cada sistema de revelacdo (PEG,
ANIS e KOH) é representado por uma cor. C- padrdo cumarina, BS- padréo beta-sitosterol, H- extrato
hexano, D- extrato diclorometano, AC- extrato acetato de etila, M- extrato metanol, 11- infuso a 1%,
12- infuso a 2%, H.A- extrato hidroalcoolico.
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5.2.2 Revelagdes pelo sistema 2

Figura 15- Fotos das cromatoplacas dos extratos de M. laevigata reveladas pelo sistema 2.

Revelado com anioaldeido sulfincco

Revelado com hidnixido de potdssio

PCPBS EH ED EAC EM PBS PC INF1 INF2 EHA PBS PC

Revelado com NPIPEG
<

PC-padrdo cumarina, PBS-padrdo beta-sisosterol, extratos EH, ED, EAC, EM, EHA, INF1 e 2.

A placa revelada com anisaldeido sulfarico mostrou de forma mais ampliada o perfil
terpénico dos extratos, pela separagdo das manchas mais isoladamente. Observou-se que as
clorofilas ficaram concentradas no ED, com menor quantidade no EAC e em ambas, na
metade inferior da placa. Apesar da maior propor¢do dos tamanhos das manchas terpénicas no
extrato EH (tabela sistema 2), 3 destas também se fizeram presentes no extrato ED e apenas

uma também presente no EAC, com uma outra, de Rf diferente (0,85).

Os extratos EM, INF1 e INF2 n&do apresentaram revelagdo para terpenos, conforme
sistema cromatografico empregado. O extrato EHA apresentou duas manchas muito fracas de
Rf= 0,52 e 0,29. Todas as manchas proximas de Rf= 0,30 indicam provavel presenca de beta-

sitosterol.
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A placa revelada com KOH permitiu observar que nos extratos ED, EHA e nos dois
infusos ha uma presenca muito forte de cumarina. Nos extratos de EAC e EH uma fraca
presenca de cumarina e no EM quase auséncia da mesma. Pode-se observar que essa placa

ndo revela outros compostos além de clorofilas visiveis e fluorescentes vermelhas

Também pode ser avaliada a presenca do acido o-cumarico, Rf proximo a aplicacao
(fluorescéncia) nos extratos de acetato de etila, metanol, hidroalc6olico e nos infusos 1 e 2.
Sua presenca esta de acordo com o sistema 1 nas diferentes amostras.

A placa revelada com NP/PEG mostrou o perfil de presenca dos flavonoides, sendo
que esses ficaram no ponto de aplicacdo (fluorescéncia amarelo-alaranjada), nos extratos EM,
INF1, INF2 e EHA. Este sistema foi ineficaz para demonstracdo deste grupo, sendo sua
presenca melhor visualizada no sistema 4. Os fatores de retencdo encontrados para o sistema 2

nas trés revelagdes estdo sumarizados na tabela 6 e na figura 16.

Tabela 6- Fatores de retencdo dos extratos de M. laevigata (sistema 2).

Reveladores PC PBS EH ED EAC | EM INF1 |INF2 | EHA
- - 09 |09 |09 |- - - -
Anisaldeido - - 09 (090 [085 |- - ; -
Sulfurico
Front: 10 cm - - 0,52 0,52 - - - - 0,52
- - 045 |- - - - - -
- 0,28/0,30 0,33 - - - - - 0,29
KOH 10 cm 0,30 - 0,30 0,30 0,30 - 0,30 0,30 0,30
NP/PEG10 cm - - - - + + + + +

Todos os flavonoides ficaram no ponto de aplicacao

PC-padréo cumarina, PBS-padréo beta-sitosterol, extratos EH, ED, EAC, EM, INF1, INF2 e EHA.
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Figura 16- Fatores de retencéo dos extratos de M. laevigata (sistema 2).

SISTEMA 2 (terpenos)
T
0,5 +°
0
C BS H D AC M 11 2 HA
B PEG EANIS EKOH

Cada bastéo representa um fator de retencdo e as cores dos bastdes sdo representadas de
acordo com as intensidades das manchas mostradas pelas placas. Cada sistema de revelagéo (PEG,
ANIS E KOH) é representado por uma cor. C- padrdo cumarina, BS- padrédo beta-sitosterol, H- extrato
hexano, D- extrato diclorometano, AC- extrato acetato de etila, M- extrato metanol, 11- infuso a 1%,
12- infuso a 2%, H.A- extrato hidroalcodlico.

5.2.3 Revelacdes pelo sistema 3

Figura 17- Fotos das cromatoplacas dos extratos de M. laevigata reveladas pelo sistema 3

PC-padréo cumarina, PBS-padréo beta-sisosterol, extratos EH, ED, EAC, EM, EHA, INF1 e 2.
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O Sistema 3 objetivou investigar a presenca dos flavondides nos extratos, indicada
pelas fluorescéncias a 365nm. A revelacdo com anisaldeido sulfurico, permitiu verificar que o
padrdo de beta-sitosterol atingiu o final da corrida, com comportamento mais apolar frente a
fase movel, permitindo-se verificar que os extratos com terpenos (analisados pelo sistema 1 e
2 anteriormente, EH, ED e EAC), também apresentaram mancha compactada no final da

corrida.

As demais manchas representam provavelmente, compostos fenolicos, mais polares,
sendo os extratos EM, INF1 e INF2 e EHA, mais ricos nesses grupos. Deve-se também,
verificar que o padrdo de cumarina concentrou-se no final da corrida, conforme observado
pela fluorescéncia, em revelacdo com anisaldeido-sulfurico. A investigacdo da presenca dos

flavondides foi realizada também pelo sistema 4.

O sistema 3 permitiu verificar o comportamento dos terpenos e derivados cumarinicos,
frente aos outros compostos polares dos extratos. Para melhor investigacdo desses compostos

polares, realizou-se o sistema 4.

O sistema 3 revelado com KOH reforca a observacdo de que os derivados
cumarinicos encontraram-se no final da corrida, com as demais fluorescéncias provavelmente

devidas aos outros compostos.

5.2.4 Revelacdes pelo sistema 4

Figura 18- Fotos das cromatoplacas dos extratos de M. laevigata reveladas pelo sistema 4.

PtlihEH ED EACEM PR R:IIFHIIFZEHA%' PCPR EH ED EAC EM PR PC INF1INF2 EHA PR PC
[ ] - -
- ks »
Autes da nevelacio Revelacio com NP-PEG

PC-padréo cumarina, PR-padréo rutina, extratos EH, ED, EAC, EM, EHA, INFl e 2.



65

O sistema 4 permitiu a separacdo dos compostos mais polares de cada extrato, sendo o
grupo dos flavonodides investigado em comparacdo ao padrdao de rutina, com fluorescéncia
laranja apos revelacdo com NP/PEG (Figura acima) (Rf= 0,47). Nenhuma mancha expressiva
compativel com rutina pode ser observada nos extratos; apenas uma fraquissima mancha no
extrato EHA, pode ser visualizada (dificil verificacdo na foto). No entanto, fluorescéncias
azuis, compativeis com acidos fendlicos (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984), puderam

ser registradas nos extratos mais polares, com agua: INF1, INF2 e EHA ( Rf=0,55).

O extrato EM, no entanto, apresentou 3 manchas compativeis com flavondides de
menor grau de glicosilacdo, pelas fluorescéncias amarelo brilhantes (Rf= 093; 0,83 e 0,58).
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984)

Tabela 7- Fatores de retencdo dos extratos de M. laevigata (sistema 4).

Sistema 4: PC PR EH ED EAC EM INF I INF 2 EHA
Revelador
0,93 - - -
NP/PEG - - - - - 0,83 - - -
Front: 10,2 cm - - - - - 0,58 0,64 0,64 0,64
0,47 - - - - 0,55 0,55 0,55

Figura 19- Fatores de retencéo dos extratos de M. laevigata (sistema 4).

SISTEMA 4 - Rutina ( flavondides/ fendlicos)

0,5 7 PEG

HH Hl "‘ | “
N LU U‘LJUIJUH

C-padrdo cumarina, R-padréo rutina, extratos H, D, AC, M, I1, 12, H.A.
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5.2.5 Revelacéo pelo sistema 5

Figura 20- Foto da cromatoplaca de M. laevigata revelada pelo sistema 5.

INF1 INF2 PC EHA EH EAC ED EM

PC- padréo cumarina, extratos INF1, INF2, EHA, EH, EAC, ED e EM.

O sistema 5 emprega papel como fase estacionaria e faz-se adequado & separacdo dos

compostos mais polares das amostras e solGveis em agua.

Pode-se observar que a cumarina apareceu no terco superior da placa e o derivado de
acido o-cumarico na parte mediana. A presenca da cumarina foi investigada pela comparacéao
com o padrdo de cumarina e a de 4cido o-cumarico, mediante informaces de literatura, sendo
sua presenca relatada nos extratos de M. laevigata em Rf= 0,45 (SANTOS, 2005). A
cumarina apresentou fluorescéncia verde-amarelada com solucdo de KOH etandlica (365nm)
(SANTOS, 2005; WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1984). Este sistema permite verificar o
comportamento no papel dos derivados cumarinicos, possibilitando futuras investigacdes por
fracionamento preparativo, extraindo-se do papel as manchas desejadas, tanto para ensaios
fitoquimicos, quanto biologicos. (HARBORNE, 1998)

Na prospeccdo fitoquimica realizada por CCD constatou-se a presenga da cumarina
(1,2-benzopirona), terpenos e flavonodides nos extratos de diferentes polaridades de M.

laevigata.

Na prospeccdo fitoquimica para deteccdo de cumarinas, observou-se no perfil
cromatografico da espécie, a presenca de uma mancha fluorescente esverdeada (Rf = 0,31),
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provavelmente relacionada ao acido o-cumarico e uma mancha de fluorescéncia verde, de Rf
proximo a 0,80 (Rf = 0,81; 0,82; 0,83 e 0,84) referente & cumarina, relatada na Farmacopéia
Brasileira. (BRASIL, 2012c)

Os extratos obtidos com diferentes solventes permitiram a seletividade de extracdo dos
grupos fitoquimicos, sendo a presenca de cumarina evidenciada nos extratos preparados com

presenca de agua (INF1, INF2 e EHA), e seletivamente no extrato de diclorometano.

Nos extratos obtidos por diferenca de polaridade, pode-se registrar que no extrato de
hexano ha a presenga de terpenos, sendo possivel a presenca de beta-sitosterol, com resquicios
de cumarina e auséncia de &cido o-cumérico e flavondides. No extrato de diclorometano a
presenca de cumarina, com alguns terpenos e auséncia de acido o-cumarico e flavonoides. No
extrato de acetato de etila a presenca de resquicios de cumarina e flavonoides, com a presenca
do &cido o-cumarico e auséncia de terpenos e no extrato de metanol semelhante ao EAC
quanto a presenca dos derivados cumarinicos, com presenca de flavondides, mas auséncia de

terpenos.

No extrato bruto hidroalcodlico obtido registraram-se as presencas de cumarina, acido

o-cumarico e flavondides, com resquicios de terpenos.

Nos extratos aquosos obtidos, o perfil de INF1 foi igual ao de 1INF2, sendo observado
neste Gltimo, maiores proporc6es das manchas de cumarina, &cido o-cumarico e flavonoides e

auséncia de terpenos.

Mediante todos os sistemas testados e analisados pode-se verificar a presenca
majoritaria de cumarina, terpenos e flavondides nos diferentes extratos. As tabelas 8 e 9

esquematizam €sSas presencas parciais nos extratos.

Tabela 8- Comparacdo dos grupos fitoquimicos nos extratos de M. laevigata.

PC PBS PR EH ED EAC EM INF 1 INF 2 EHA
Cumarina + - - + +++ - + ++ ++ ++
Ac. O-cumar. ++ + + + +
Terpenos - + - +++ ++ - - - - +
Flavonoides - - + - - + T+ T T T




Tabela 9- Presenca dos fitoquimicos nos extratos de M. laevigata nos diferentes sistemas.

SIST 1 1 2 2 3 4 5

REV AN KOH AN KOH AN PEG KOH

PC cumarina cumarina  cumarina cumarina

PBS Bsis Bsis Bsis

EH Bsis/terp ~ cumarina Bsis/terp  cumarina terp cumarina

ED terp cumarina tere cumarina  te® cumarina

EAC Cumarina/0cC terp cumarina/0C terp Cumarina/0c

EM Cumarina/0Oc Cumarina/0c fenol. flav Cumarina/0c

INF 1 Cumarina/ Cumarina/Oc  fenol. flav. Cumarina/Oc
Oc

INF 2 Cumarina/ Cumarina/ fenol. flav Cumarina/0Oc
Oc Oc

EHA Cumarina/ terp Cumarina/ fenol. flav Cumarina/Oc
Oc Oc
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SIST-sistema, REV-revelador, PC-padrdo cumarina, PBS-padrdo beta sistosterol, AN-anisaldeido
sulfarico, KOH-hidréxido de potassio, PEG-NP/PEG, Bsis-beta-sitosterol, terp-terpenos,
flav- flavonoides, Oc-4cido orto-cumérico, extratos-EH, ED, EAC, EM, INF1, INF2, EHA. O
tamanho da fonte e a indicagdo de negrito relacionam-se & intensidade das manchas observadas nas

cromatoplacas.

5.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos sdo apresentados na seguinte ordem:

extratos, farmacos e os relacionados entre si. O volume final de Tyrode na cuba, onde foram

diluidos extratos e farmacos foi de 5ml para todos os experimentos realizados, de modo que

todas as concentragdes relatadas devem ser consideradas nesta diluicéo.

Os controles de solucdo de Tyrode apds a lavagem dos experimentos ndo estdo

incluidos nos graficos apresentados, pois os registros de controle do laboratério foram feitos

durante duas horas. Desta forma, os resultados pos-lavagem de todos os experimentos

realizados nédo fizeram parte da analise estatistica e foram registrados apenas com a finalidade

de demonstrar a integridade funcional da preparacao ap6s o termino dos experimentos.
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53.1 EXTRATOS SOLUVEIS

5.3.1.1 Extrato aquoso (INF1 e 2)

A figura 21 ilustra o perfil farmacoldgico dos ensaios realizados com os infusos. A
concentracdo de 1mg (INF1) ndo produziu modificacdo da resposta, tampouco apresentou
diferenga significativa em comparagdo ao controle de Tyrode. A concentracdo de
aproximadamente 7mg utilizada para os experimentos representados pela curva verde escuro
no grafico, corresponde ao valor encontrado para a reconstituicdo do extrato aquoso
liofilizado a 2% (INF2) em 5ml de solucgéo nutritiva de Tyrode, de acordo com o rendimento
do extrato liofilizado (tab. 4).

Figura 21- Curva concentracdo-resposta do extrato aquoso por estimulo indireto.

140

120

80

—®— INF1 (1mg) n=3
—®— INF2 (7,285mg) n=3
—&— controle Tyrode n=8

60

extrato aquoso-contratilidade média (%)

ya
T T T T T 74 T T

0 20 40 60 L 80
Tempo (min)

Cada ponto representa a média + erro-padrdo da media do nimero de experimentos (n)
mostrados na legenda da figura. No eixo horizontal, L corresponde a lavagem da preparagdo. *p<0,05
em relacéo ao controle.

Observe o acentuado efeito facilitador da resposta contratil representado na curva do
INF2 (* p<0,05).
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5.3.1.2 Extrato hidroalcoodlico (EHA)

A figura 22A mostra a curva concentracdo-resposta do extrato hidroalcodlico
liofilizado (EHA). Ambas as concentragdes utilizadas, de 1 e 5mg, apresentaram diferenca
significativa comparadas ao controle de Tyrode. Comparadas entre si, mostraram diferenca

significativa nos tempos 10 e 20 por estimulacédo indireta (#p<0,05).

Analisou-se também a concentragdo de 5mg por estimulo direto (fig. 22B) que
comparada a mesma concentracdo por estimulo indireto, apresentou diferenca significativa
#p<0,05).

Figura 22- Curva concentracdo-resposta do EHA (A) e comparacdo das a¢des da concentracéo

de 5mg através de estimulo direto e indireto (B).

S
g g |
3 s
£ ]
g E
S © 90
= 1 3
© L he] /I
€ i 4 = i -
$ 80 g 80 T
L 9]
2 ?
S 704 o 704 —a— | n=6
IS —=a— controle Tyrode n=8 KE) e Dn=4
3 EHA 1mg n=3 <
o 60 —4— EHA 5mg n=6 L 601
<
T
w
50 T T T A T 1 50 T T T A T 1
0 20 40 60 L 80 100 0 20 40 60 L 80 100
Tempo (min) Tempo (min)

A esquerda (A) curva concentragio-resposta do EHA por estimulo indireto com as
concentraces de 1 e 5mg. A direita (B) EHA 5mg através de estimulagio direta e indireta (D e | na
legenda da figura). Cada ponto representa a média + erro-padrdo da média do nimero de experimentos
(n) mostrados na legenda da figura. Nos eixos horizontais, L corresponde a lavagem da preparacéo.
*[#p<0,05.

5.3.2 EXTRATOS DE SOLVENTES DE POLARIDADE CRESCENTE

Estes extratos foram avaliados apenas por estimulacdo indireta. A solubilidade dos

extratos para a adicdo nos ensaios nao se fez de forma satisfatoria com ambos os solventes
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(PEG e DMSO), apresentando turvamento da solucdo ou aderéncia ao frasco apds a adi¢éo da
solucdo de Tyrode, com excecdo do extrato de metanol, motivo pelo qual ha nos ensaios

protocolos com 0 mesmo extrato e solventes diferentes.

5.3.2.1 Extrato hexano (EH)

A fig. 23 ilustra o perfil farmacologico do EH, cuja caracteristica cromatogréafica
revelou uma pequena expressdo de cumarina e maior expressao de terpenos. Os experimentos
realizados com a concentracdo de 0,5mg foram solubilizados com DMSQO, enquanto aqueles
com concentracdo de 1 mg solubilizadas com PEG. Estatisticamente houve diferenca
significativa entre a concentracdo de 1mg e o controle de Tyrode (p<0,05). A concentracao de
0,5mg néo apresentou diferenca significativa comparada ao controle. Comparadas entre si, as
concentragOes de 0,5 e 1mg apresentaram diferenca significativa (#p<0,05).

Figura 23- Curva concentracdo-resposta do EH.

110

-
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Cada ponto representa a média + erro-padrdo da média. O nimero de experimentos (n) e o

solvente utilizado (PEG e DMSO) sdo mostrados na legenda da figura. L lavagem. *p<0,05
comparagdo com controle e #p<0,05 comparagédo entre 0s grupos.
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5.3.2.2 Extrato diclorometano (ED)

A figura 24 ilustra o perfil farmacologico do extrato diclorometano solublizado em
DMSO. A presenca de compostos terpendides foi verificada para este extrato com expresséo
menor que o EH, entretanto, com elevada expressdo de cumarina. Estatisticamente houve
diferenca significativa entre a concentracdo de 0,5mg que causou pequeno bloqueio e o
controle de Tyrode (p<0,05). A concentracdo de 1mg ndo apresentou diferenca significativa
quando comparada ao controle ou ainda quando comparada a concentracdo de 0,5mg. Foi
realizado também um conjunto de experimentos com a concentracdo de 2,5mg do ED, que
também ndo apresentou diferenca significativa comparativamente ao controle de Tyrode

(resultado nédo apresentado).

Figura 24- Curva concentragdo-resposta do ED.
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Cada ponto representa a média + erro-padrdo da media do nimero de experimentos (n)
mostrados na legenda da figura. L lavagem. *p<0,05.
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5.3.2.3 Extrato acetato de etila (EAC)

As figuras 25 e 26 ilustram o perfil farmacolégico do EAC, que pela analise
cromatografica revelou pequena expressdo de cumarina e presenca marcante do acido o-

cumarico.

A figura 25 ilustra a curva concentracdo-resposta do EAC diluido em PEG para as
duas concentracdes utilizadas. Comparadas ao controle, a concentracdo de 0,5mg apresentou

diferenca significativa (p<0,05) e a de 1mg somente nos tempos 10 e 20.

Figura 25- Curva concentracdo-resposta do EAC
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos (n) e o
solvente utilizado (PEG) s&o mostrados na legenda da figura. L lavagem. *p<0,05.

Realizou-se também com este extrato, um conjunto de experimentos com a
concentra¢do de 1mg diluida em DMSO para comparagdo da acdo dos solventes no extrato.

Estes experimentos estdo representados na figura 26.

Note que a concentragdo de 1mg do EAC diluida em DMSO mostrou efeito

bloqueador e a diluida em PEG efeito facilitador (fig. 26). A analise estatistica mostrou
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diferenca significativa na comparacdo com controle (*p<0,05) e na comparacdo entre as
diluicdes da concentracdo de 1mg em PEG e DMSO (#p<0,05).

Figura 26- Comparacao das acOes dos solventes no EAC 1mg.
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Cada ponto representa a média * erro padrdo da média. O nimero de experimentos (n) e 0s
solventes utilizados (PEG e DMSO) sdo mostrados na legenda da figura. L lavagem. (*p<0,05
comparados com controle e #p<0,05 comparagéo entre os grupos PEG e DMSO).

5.3.2.4 Extrato Metanol (EM)

A figura 27 ilustra a curva concentracdo-resposta do extrato EM, solubilizado com
DMSO em todos os experimentos realizados. Na anélise cromatografica as presencas de 4cido
o-cumarico e de cumarina foram observadas & semelhanca do extrato acetato de etila, porém
com expressao de flavonoides e fenolicos. A anlise estatistica revelou diferenga significativa
apenas entre a concentracdo de 2,5mg e o controle de Tyrode (*p<0,05). Comparadas entre si,
as concentragdes de 2,5mg e de 1mg apresentaram diferenca significativa (#p<0,05) nos 30

minutos finais
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Figura 27- Curva concentracdo-resposta do EM.
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Cada ponto representa a média = erro padrdo da média. O nimero de experimentos (n), o
solvente (DMSO) e concentragOes utilizadas sdo mostrados na legenda da figura. L lavagem. *p<0,05
comparados com controle e #p<0,05 comparagdo entre 0s grupos de 1 e 2,5mg.

5.3.3 FITOQUIMICO

A figura 28 ilustra o perfil farmacol6gico da curva concentracdo-resposta da cumarina
(1,2-benzopirona), que também mostrou dificuldade para diluicdo, sendo as concentragdes de
250 e 500ug solubilizadas em PEG e a concentracdo de 1mg em DMSO. Pela anélise
estatistica, somente a concentragdo de 1mg apresentou diferenca significativa comparada ao

controle de Tyrode.

Note que o fitoquimico cumarina ndo reproduziu a facilitacdo observada para aqueles
extratos onde sua presenca foi detectada pela analise cromatografica (avaliando-se pela
intensidade das manchas, a ordem seria extrato aquoso, hidroalcodlico, diclorometano e
metanolico e correlacionando-se a resposta contratil, o efeito farmacoldgico segue padréo
semelhante). Seu efeito se mostrou inibidor da contratilidade, de modo dose-dependente,
sendo a resposta para a concentracdo de 250ug semelhante ao controle e a de 500ug sem

diferenca significativa.
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Figura 28- Curva concentragao-resposta da cumarina.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos (n), 0s
solventes (PEG e DMSO) e concentracdes utilizados sdo mostrados na legenda da figura. L lavagem.
*

p<0,05.

5.3.4 FARMACOS

5.3.4.1 Adrenalina

Como ponto de partida para a demonstracdo das a¢fes de aminas simpatomimeticas
em musculo estriado, realizou-se um conjunto de experimentos através de estimulagdo
indireta com a adrenalina (hemitartarato de epinefrina), na concentracdo de 200ug. Verifica-
se efeito facilitador da contracdo muscular ap6s a adicdo do farmaco, significativo em

comparacéo ao controle de Tyrode (p<0,05).
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Figura 29- Média dos experimentos realizados com adrenalina.
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Cada ponto representa a média * erro padrdo da média. O nimero de experimentos € mostrado
na legenda da figura. L, lavagem. *p<0,05.

5.3.4.2 Salbutamol

A figura 30 ilustra a curva concentracdo-resposta do salbutamol por estimulagédo
indireta. Note um efeito “tudo ou nada” para a ocorréncia do bloqueio neuromuscular, que se
deu apenas para a concentracdo de 5mg, provavelmente por saturacdo do meio, uma vez que
apos a lavagem (L no eixo horizontal) e suposta retirada da substancia houve recobro da
resposta contratil. Quando comparadas ao controle, ndo houve discriminacdo de respostas
entre as concentragdes de 0,1 a 2,5mg, sendo a diferenca significativa para todas as
concentragdes testadas (p<0,05), nas quais se verifica uma leve facilitacdo da resposta
contrétil, em cerca de 10%. Porém, quando comparadas entre si, somente as concentracfes de
0,1 e 0,5mg apresentaram diferenca significativa; a concentracdo de 2,5mg nédo apresentou
diferenca significativa comparada a de 0,1 ou 0,5mg.



78

Figura 30- Curva concentracdo-resposta do salbutamol.

—a— controle Tyrode n=8
—e—0,1mg n=4
—4&—0,5mg n=7

Salbutamol-contratilidade média (%)
3
1

] AN 2,5mg n=3
AN —<—5,0mg n=3
20 - \
T ,
) S
04 1 +t——e— 4
-20 T T T T T T 7A T T
0 20 40 60 L 80

Tempo (min)

Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos e
concentracdes utilizadas sdo mostrados na legenda da figura. L, lavagem. *p<0,05.

Avaliado também por estimulo direto (fig. 31 esquerda), nas concentracGes de 0,5mg
(que apresentou melhor desempenho por estimulacdo indireta como relatado acima) e de
0,3uM (0,07mg) utilizado para os experimentos adiante, apresentou efeito facilitador mesmo

para a concentracdo de 0,3uM (fig. 31 esquerda).

Note a ocorréncia do efeito facilitatorio (aumento da amplitude da resposta contratil)

também sob estimulo direto, mesmo para a concentracao de 0,3uM (fig 31 esquerda).

Sob estimulagdo direta as concentracGes avaliadas de 0,5mg e 0,3uM (70 pg)
apresentaram diferenca significativa comparadas entre si nos ultimos 30 minutos (*p<0,05). A
concentracdo de 0,5mg comparada por estimulo direto e indireto (fig. 31 direita) apresentou
esta diferenca no mesmo padrdo (nos ultimos 30 minutos) entre os tipos de estimulo aplicados
para esta concentracdo. (#p<0,05), mostrando tendéncia a queda da resposta por estimulagdo

direta com a concentrac¢do de 0,5mg mas ndo com a de ~0,07mg (0,3 puM).
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Figura 31- Salbutamol estimulacdo direta (esquerda) e comparacdo dos estimulos
direto e indireto para a concentracdo de 0,5mg (direita).
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A esquerda curva concentragdo-resposta do salbutamol por estimulo direto com as
concentragdes e nimero de experimentos realizados na legenda. A direita a concentragdo de 0,5mg
avaliada através de estimulacdo direta e indireta (D e | na legenda do grafico a direita). Cada ponto
representa a média + erro-padréo da média. L, lavagem. #/*p<0,05.

5.3.4.3 Propranolol

A figura 32 ilustra a curva concentragdo-resposta do propranolol, um antagonista -
adrenérgico, sob estimulo indireto. Sua acdo blogueadora da resposta contratil € observada

em doses micromolares como demonstrado a seguir.

A concentracdo de 0,3uM ndo apresentou diferenca significativa comparada ao
controle de Tyrode, a de 0,4uM apresentou diferenca significativa com o controle nos ultimos
30 minutos dos exerimentos (*p<0,05). Comparadas entre si as concentraces de 0,3uM e
0,4uM apresentaram diferenca estatistica (#p<0,05).



Figura 32- Curva concentracdo-resposta do propranolol.
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Cada ponto representa a média * erro padrdo da média. O nimero de experimentos € mostrado
na legenda da figura. L, lavagem. *p<0,05 comparado ao controle e #p<0,05 comparacdo entre 0s

grupos

Nos 20 minutos iniciais de alguns experimentos, observou-se discreto efeito facilitador

da contracdo, com a concentracao de 0,4M que esta representado na figura 33:

Figura 33- Registro miografico do propranolol (estimulo indireto-0,4uM).
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Registro miogréafico que caracteriza o perfil farmacol6gico de experimentos com propranolol
na concentragcdo de 0,4puM (~120pug), mostrando efeito facilitador inicial nos primeiros 20 minutos
apos a adicdo do farmaco (no tempo 0) e seguido de queda da resposta contratil proximo da média de
50% ap6s 1h. lav-lavagem da preparagao.

Concentragbes mais elevadas do farmaco produziram efeito bloqueador seguido de

contratura e perda da capacidade funcional da preparagdo. A figura 34 mostra o registro
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miogréfico do propranolol na concentracdo de 10uM, na qual se observa que a perda da
resposta contratil é seguida de resposta contraturante. Ao final do experimento ndo houve

recuperacdo da resposta, denotando uma acéo toxica do farmaco sobre a maquinaria contratil.

Figura 34- Registro miografico do propranolol (estimulo indireto-10uM).

O momento de adi¢do do farmaco é indicado pela seta e a lavagem pelo ponto.

O propranolol foi também avaliado por estimulo direto com a concentracdo de 0,4uM.
A figura 35 mostra a média dos experimentos realizados com propranolol com a concentragdo
de 0,4uM por estimulo direto e indireto.

Figura 35- Comparacdo da acdo do propranolol por estimulo direto e indireto.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos (n) e o

tipo de estimulo aplicado (D-direto/I-indireto) sdo mostrados na legenda da figura. L, lavagem da
preparacdo. (#p<0,05).
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Observa-se reducao ou prolongamento do efeito bloqueador do farmaco, de modo
significativo nos 20 minutos finais dos experimentos quando comparados aqueles por
estimulo indireto (#p<0,05), revelando maior sensibilidade da resposta através da juncéo para

a mesma concentracéo utilizada.

5.3.4.4 Solucéo de Tyrode modificada por adicdo de KCI 10%

Estes experimentos foram realizados por meio da adicdo de K+ na solucdo nutritiva.
A adicdo de 20 a 30ul de KCI 10% na solucdo de Tyrode, resulta em elevacdo da
concentracdo de K+ na solucdo padrdo, de 2,7 mM para aproximadamente 8,1mM a 10,8mM
respectivamente. A adicdo de 40ul produziu bloqueio imediato da resposta contratil, com

recuperacdo apos lavagem (resultado ndo mostrado).

Na fig. 36 estdo representados os experimentos realizados com estas solugdes
modificadas. Note a elevacdo da resposta contratil apds a adi¢do da solucdo de KCI para as
duas concentracOes testadas. A analise estatistica mostrou diferenca significativa com o
controle de Tyrode (p<0,05) para as duas concentracdes, sem diferencas entre os dois grupos.

Figura 36- Curva de Tyrode modificado com adicdo de KCI.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos e as
quantidades adicionadas sdo mostrados na legenda da figura. L, lavagem. *p<0,05.
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5.3.5 EXPERIMENTOS DE DESAFIO

Esta série de experimentos foi realizada com a finalidade de encontrar possiveis
influéncias entre os farmacos e os extratos, tendo em vista as indmeras possibilidades de
ativacdo de receptores P, dentre as quais se consideram possiveis as simultaneas
(CONGREVE et al., 2011). Os experimentos foram feitos por meio da adicéo/registro do
primeiro durante 20 a 40 minutos, seguido da adicdo do segundo sobre o primeiro,
prosseguindo-se o registro com os dois diluidos na solucdo nutritiva por outros 40 a 60
minutos. Os extratos soltveis foram escolhidos em detrimento dos extratos de diferentes
polaridades, pois a necessidade de adicdo de solventes para utilizacdo dos mesmos no modelo
representaria uma variavel a mais a ser considerada; dentre os escolhidos (INF1 e EHA), o0s
rendimentos foram considerados para as escolhas quando nos protocolos as concentracfes

desejadas seriam mais (EHA) ou menos (INF) elevadas.

Foram realizados também experimentos com solucao de Tyrode modificada por adi¢éo
de KCI com salbutamol e propranolol tendo em vista a perda do potassio extracelular durante
a contracdo muscular e o relato das acGes de aminas simpatomiméticas sobre o potassio
extracelular associadas a reducdo da potassemia. (BUCHANAN; NIELSEN; CLAUSEN,
2002)

5.3.5.1 Salbutamol x propranolol

Para verificar os efeitos relacionados do salbutamol e propranolol, realizaram-se
experimentos com ambos os farmacos em concentragdes equivalentes (0,3uM), ou seja:
~70pg de salbutamol, registrando-se sua agdo por 40 minutos, e entdo adicionando ~90ug de
propranolol e prosseguindo o registro por outros 40. Os resultados estdo representados na

figura 37.
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Figura 37- Demonstracao da acdo bloqueadora do propranolol sobre o salbutamol.
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Cada ponto representa a média * erro padrdo da média. O nimero de experimentos € mostrado
na legenda da figura. L, lavagem. O momento de adi¢do dos farmacos (S-salbutamol e P-propranolol)
é indicado pelas setas.

Pode-se notar que o propranolol, que na concentracdo de 0,3uM ndo havia mostrado
acao bloqueadora (fig. 32), frente ao salbutamol ja nos primeiros minutos mostrou sua
presenca, reduzindo a resposta aos niveis iniciais de contratilidade, neutralizando a acdo do
salbutamol. Em seguida, apresenta acdo bloqueadora ndo observada com esta concentracdo
quando sozinho, mostrando que sua acdo bloqueadora além de sobrepor-se a agdo do

salbutamol, é potencializada pela presenca deste.

5.3.5.2 Extrato aquoso x propranolol

Com a finalidade de verificar possiveis influéncias dos extratos sobre o bloqueio do
propranolol, tomou-se a concentracdo de 0,4uM por esta ser a menor concentracdo do
farmaco encontrada para bloqueio como se verifica pela curva dose resposta do propranolol
(fig. 32). O extrato INF1 foi escolhido na concentracdo de 1mg, por ser esta a utilizada para o
extrato que ndo mostrou modificagdo da resposta no modelo (fig. 21).
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Os experimentos representados na fig. 38, mostram a agdo de 1mg de INF1 sobre

0,4uM de propranolol.

Nota-se influéncia neutralizadora do INF1 sobre o bloqueio do propranolol, pelo
prolongamento do tempo de bloqueio do farmaco para a concentracdo utilizada. A anélise

estatistica mostrou diferenca significativa entre ambos os controles (p<0,05).

Figura 38- Comparacao da acdo do propranolol na presenca de INF1.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. Experimentos por estimulo indireto
realizados com propranolol na concentragdo de 0,4uM na presenca de 1mg de INF1. Controle de INFI
1mg (curva em verde) e controle de propranolol 0,4uM (curva em roxo). O nimero de experimentos é
mostrado na legenda da figura. L, lavagem. *p<0.05 comparado com o controle de INFI e #<0,05
comparado com controle de propranolol 0,4uM.

5.3.5.3 Extrato hidroalcodlico x propranolol

A figura 39 ilustra o efeito do propranolol em preparagdes previamente tratadas com
extrato EHA comparativamente ao farmaco sozinho. Para estes experimentos foi escolhida a
concentracdo do EHA com acdo facilitadora (fig. 22) e do farmaco com acdo bloqueadora
(fig. 32).
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Pode-se notar pela curva de respostas (fig. 39), que a presenca do extrato
hidroalco6lico na concentragdo de 5mg acelera o blogqueio produzido pelo propranolol, e pela
analise estatistica os experimentos com propranolol em presenca de EHA apresentaram

diferenca significativa quando comparados com o propranolol sozinho (p<0,05).

Figura 39- Comparacao da acdo do propranolol em presenca de EHA.
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Bloqueio neuromuscular induzido pelo propranolol em presenca do extrato hidroalco6lico (em
verde) comparativamente ao farmaco sozinho (em vermelho). Cada ponto representa a média * erro
padrdo da média. O numero de experimentos e concentragdes utilizadas sdo mostrados na legenda da
figura. L, lavagem. * p<0,05.

5.3.5.4 Cumarina x propranolol

Sendo a cumarina um dos constituintes majoritarios dos extratos solGveis, procurou-se
comparar sua acdo com a dos extratos, sobre o bloqueio do propranolol, sendo usado o
fitoquimico com esta finalidade, uma vez que a extracdo da cumarina dos extratos nao foi
realizada; este entdo foi diluido em DMSO por ter sido o veiculo no qual o fitoquimico
mostrou melhor solubilidade. A concentracdo escolhida de cumarina foi como a do extrato
aquoso, a que nao teve acdo no modelo. A figura 40 ilustra a comparacdo dos experimentos

realizados com propranolol 0,4uM em prepara¢Ges previamente tratadas com cumarina,
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solubilizada com DMSO e aqueles com o propranolol sozinho. Pode-se notar que a cumarina

ndo produziu modificagéo significativa no bloqueio induzido pelo propranolol.

Figura 40- Comparacdo da acéo do propranolol em presenca da cumarina.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. Experimentos por estimulo
indireto realizados com propranolol na concentracdo de 0,4uM sozinho (curva em vermelho) e na
presenca de cumarina 250ug (curva em verde claro). O nimero de experimentos é mostrado na

legenda da figura. L, lavagem.

5.3.5.5 Salbutamol x cumarina

Para verificar a acdo da cumarina sobre o salbutamol utilizou-se a concentracédo de 0,3

KM e a concentracdo de 500ug de cumarina (fig. 28). Foi também realizado um conjunto de

experimentos no mesmo padréo destes, com a concentracdo de 100ug de cumarina, que nédo

apresenta efeito sobre o modelo, e 0o comportamento foi semelhante (resultados néo

apresentados).
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Figura 41- Curva dos experimentos realizados com salbutamol e cumarina.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos e as
concentracdes utilizadas sdo mostrados na legenda da figura. L, lavagem. O momento de adi¢cdo dos
farmacos (S-salbutamol e C-cumarina) é indicado pelas setas.

Estes experimentos mostram que a presenca da cumarina e/ou seu solvente causam
pequena reducdo do efeito facilitador do salbutamol.

5.3.5.6 Salbutamol x extrato hidroalcodlico

Para verificar influéncias entre o salbutamol e os extratos, realizaram-se experimentos
com o salbutamol e o extrato hidroalcoolico, (fig.42) sendo utilizada a concentracdo de 1mg

deste em preparagdes previamente tratadas com 0,3uM de salbutamol.

Pode-se notar que apds a adicdo do extrato ha pequena tendéncia para a reducgédo da
resposta do salbutamol.



89

Figura 42- Curva dos experimentos realizados com salbutamol e EHA.
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Cada ponto representa a média + erro padrdo da média. O nimero de experimentos e as
concentragdes utilizadas sdo mostrados na legenda da figura. L, lavagem. O momento de adigdo dos
farmacos (S-salbutamol e C-cumarina) é indicado pelas setas.

5.3.5.7 Solucdo de Tyrode modificado x propranolol

Para estes experimentos, escolheu-se a concentracdo de propranolol de 0,3uM, que
ndo produziu blogueio da preparacdo pela curva concentracdo-resposta (fig. 32), sendo
realizado também um experimento com a concentracdo de 0,2uM, que mostrou resultado
idéntico ao apresentado pela figura 43. A adicdo de 30ul de KCI a solugdo de Tyrode padréo
eleva a concentracdo de K+ para aproximadamente 10,8mM na solugéo nutritiva. Os valores
de concentracdo plasmaética e extracelular de K+ para o rato, séo relatados muito proximos as
de humanos (PETERNUSSO et al., 2009), sendo assumido esta condi¢éo para 0 camundongo
neste protocolo. Os valores plasmaticos e intersticiais médios para concentracdes de K+ sdo
da ordem de 4,5 e 4mM respectivamente (BOWMAN; RAND, 1980), a toxicidade cardiaca
entre 8-12mM (GUYTON, 1984) e nas solugdes despolarizantes utilizadas em modelos

experimentais de musculo liso, a concentragdo utilizada € em torno de 60mM.

Note o bloqueio imediato apresentado ap6s a adicdo do farmaco (fig. 43), e que é

recuperado apos a lavagem, mostrando influéncia da elevacdo da concentracdo extracelular de
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K+ sobre o blogueio produzido pelo fa&rmaco, que ndo ocorreu para a concentracao de 0,3uM

em solucgéo padrdo como se observou anteriormente e representado na figura 32.

Figura 43- Boqueio do propranolol em solucéo de Tyrode modificada.
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Cada ponto representa a média * erro padrdo da média. O nimero de experimentos é mostrado
na legenda da figura. L, lavagem. O momento de adi¢do do farmaco (P-propranolol) é indicado pela
seta.

5.3.5.8 Solugéo de Tyrode modificado x salbutamol

Para verificar a influéncia da concentragdo de K+ extracelular sobre as aces do
salbutamol realizou-se apenas um registro miografico do salbutamol (fig. 43) com a

concentracdo de 0,5mg em solucdo de Tyrode com adicao de 30ul de KCI 10%.

Note que o efeito facilitador do farmaco se desenvolve apesar da concentracdo elevada
de K+ no meio nutritivo, além de discreta resposta contraturante verificada pela elevacao da

linha de base, que cede ao longo do experimento enquanto persiste pequeno efeito facilitador.
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Figura 44- Registro miografico do salbutamol em solu¢do Tyrode modificada.
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As primeira seta indica 0 momento de adi¢do de KCI e a segunda do salbutamol. As 5 linhas
verticais tem a mesma medida, permitindo a avaliacdo da discreta elevacdo da resposta contratil apds a
adicao do farmaco.

5.4 DISCUSSAO

As folhas das plantas Mikania laevigata e Mikania glomerata, popularmente
conhecidas como guaco, sdo tradicionalmente utilizadas na forma de extrato, xarope e
infusdo, no tratamento das afeccOes respiratorias, especialmente asma, bronquite e tosse
(OLIVEIRA et al., 1984), tendo o salbutamol como um dos representantes sintéticos,
administrado por via oral ou por inalacdo para alivio sintoméatico do broncoespasmo.
(BARNES, 2012)

Neste estudo, os efeitos farmacoldgicos das folhas de Mikania laevigata, em diferentes
apresentacdes — infuso (INF1 e INF2), extrato hidroalcodlico (EHA), extrato hexano (EH),
extrato diclorometano (ED), extrato acetato de etila (EAC) e extrato metanolico (EM) —,
foram avaliados em modelo experimental de musculatura estriada. O fato de seu principal uso
medicinal causar o relaxamento em musculatura lisa (constitutiva dos brénquios e traquéia)
determinou a comparacdo com o salbutamol. Em vista da atividade terapéutica do guaco ser
atribuida majoritariamente a cumarina, este fitoquimico comercialmente obtido também foi
utilizado. Sendo assim, um racional tedrico foi se estabelecendo a medida que os estudos
avancavam, incluindo o efeito de farmacos classicos de agcdo reconhecidamente adrenérgica
(salbutamol e adrenalina, [-agonistas ou propranolol, B-antagonista), em musculatura

esquelética estriada.
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Ao se propor estudo com plantas, todos os procedimentos preconizados nas
farmacopéias e/ou literaturas com métodos validados devem ser criteriosamente seguidos, e
envolvem etapas desde a coleta do material botanico (periodo da coleta, partes da planta, se
frescas ou secas, secagem, moagem, etc.), obtencao de infusos, extratos, xaropes (dependendo
da proposta), separacdo, até a identificacdo dos compostos quimicos (fitoquimicos) isolados
com estudos bioguiados (KROLL; CORDES, 2006). A finalidade é o controle de qualidade e
a reprodutibilidade do estudo, principalmente em se tratando de fitoterapicos. As técnicas de
padronizacdo utilizam compostos caracteristicos presentes em plantas medicinais como
marcadores analiticos, assim como a cumarina presente na Mikania laevigata, que no presente

estudo, foi extensivamente caracterizada através de cromatografia em camada delgada (CCD).

A prospeccdo fitoquimica da M. laevigata aqui realizada por CCD encontra respaldo
com dados da literatura e foram constatadas as presencas de &cido o-cumarico, cumarina (1,2-
benzopirona), terpenos, flavonoides e acidos fendlicos nos extratos de diferentes polaridades
de M. laevigata. As presencas de acido o-cumarico, cumarina e terpenos estdo de acordo com
as descrigdes feitas por outros autores (OLIVEIRA et al., 1984; SANTOS et al., 1999;
MATOS et al., 2004; SANTOS, 2005), bem como a presenca de flavondides (PEDROSO et
al.,, 2008; BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009). Assim, cada extrato influenciou

diferentemente na resposta farmacoldgica obtida e discutida a seguir.

Os extratos sollveis, aqui denominados infusos (INF1 e INF2) e o HA mostraram
efeito facilitador acentuado no modelo, sendo que o extrato hidroalcodlico foi também
estudado por estimulo direto e mostrou comportamento semelhante porém com diferenga
significativa entre os estimulos. O fato de, durante a vigéncia do estimulo direto, tal efeito se
manifestar e se manter, mostra que o guaco tem componentes que agem diretamente sobre a
fibra muscular, independente da maquinaria contratil acionada via receptores nicotinicos
(estimulo indireto). Alguns fitoquimicos ja tiveram este efeito demonstrado, como por
exemplo, a teaflavina presente no cha preto da Camellia sinensis (BASU et al., 2005); os
glicosideos digitalicos pertencentes aos grupos dos triterpendides (LI; XIE, 2009) e a betulina
e lupenona da Dipteryx alata (FERRAZ et al., 2012). Mecanismos envolvendo célcio e dxido
nitrico (teaflavina) e Na,K-ATPase (digitalicos) foram sugeridos nesses estudos, gragas ao uso
de ferramentas farmacoldgicas. Neste estudo, 0 mecanismo de ac¢do ndo foi aprofundado por
se tratar de infuso ou extrato, que cromatograficamente revelou uma gama de grupos tais
como cumarina, o-cumarico, fendlicos, flavonoides (em INF1 e INF2) e, além desses, mais 0

grupo terpénico (em EH e EHA). O fugaz efeito facilitador — ndo mantido em EHA — pode
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ser atribuido a presenca de terpénicos neste extrato, e ndo nos infusos, mostrando maior
eficiéncia extrativa para este grupo na mistura agua:alcool que a &gua sozinha, ja demonstrada
em outros estudos (CELEGHINI; YARIWAKE; LANCAS, 2007).

O extrato hexanico, que revelou a maior expressdo de terpenos, apresentou facilitacao
significativa da resposta comparado ao controle para a concentracdo de 1mg diluida em PEG,
porém quando diluido em DMSO, o efeito foi oposto para a concentragdo de 0,5mg. Uma
hipo6tese para este achado curioso, é de que os solventes podem de algum modo interferir no
efeito do extrato. A descricdo de acdo relaxadora do cariofileno em musculo liso de traquéia
de rato (PINHO-DA-SILVA et al., 2012) e o relato de sua presenca e também de lupeol em
folhas de M. laevigata (FERREIRA; OLIVEIRA, 2010), podem representar indicios destas

presencas neste extrato e responsaveis em parte pela acdo do mesmo.

Em relacdo ao perfil farmacoldgico dos demais extratos obtidos com solventes de
polaridade crescente (EH, ED, EAC e EM), avaliados apenas por estimulo indireto,
mostraram comportamento diverso frente ao solvente utilizado para solubilizar o extrato, PEG
ou DMSO. A principio os solventes foram utilizados aleatoriamente, mas a natureza das
respostas encontradas (como a do extrato de hexano relatada acima) motivou a investigacdo
de uma mesma concentragdo com ambos os solventes, o que foi feito para o0 EAC, permitindo
esclarecer esta diferenca (fig. 25 e 26). Cintra-Francischinelli et al. (2008) padronizaram a
concentracdo maxima a ser adicionada a cuba contendo a preparacdo bioldgica que nao
causasse alteracdo da resposta contratil sendo 15ul e 30upl para PEG e DMSO,
respectivamente, o que foi seguido neste estudo. A diferenca entre as respostas para a
concentracdo de 1mg do EAC pode, neste caso, encontrar explicacdo na acdo dos solventes
sobre o extrato, pois a solubilizacdo com PEG mostrou efeito facilitador e com DMSO, efeito
bloqueador; esta divergéncia de respostas foi observada também com o EH (1mg diluido em
PEG-efeito facilitador e 0,5mg diluido em DMSO-efeito bloquedor), porém com o extrato

hidroalcoolico esta diferenca ndo foi observada (resultado ndo apresentado).

Note também, que o extrato diclorometano apresentou efeito bloqueador mais
acentuado para a concentracdo de 0,5mg do que para a de 1mg, e ambas foram diluidas em
DMSO. Além disto, somente a concentracdo de 0,5 mg apresentou diferenca significativa
comparada com o controle. Este efeito curioso de bloqueio para concentracdes menores, que
de certo modo foi observado em todos os extratos por solventes de diferentes polaridades, ndo

pdde ser relacionado com solvente para o ED, j& que ambas as concentra¢fes foram diluidas
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em DMSO. Uma hip6tese para esta ocorréncia pode ser a perda do equilibrio do
fitocomplexo, além de indicar a presenca de substdncias cuja toxicicidade pode ser
exacerbada pelo DMSO. De qualquer modo, os extratos de M. laevigata merecem estudo mais
aprofundado no que diz respeito a suas agdes em conjunto com solventes para esclarecimento

dos efeitos tdo incomuns aqui apresentados.

Em relacdo ao PEG sabe-se que 0 mesmo apresenta inimeras aplicagdes farmacéuticas
e biotecnoldgicas, sendo de grande interesse seu potencial de estabelecer ligagcdes covalentes
com peptideos, macromoléculas e nanoparticulas (PEGylation), modificando as propriedades
fisico-quimicas destas substancias e melhorando suas propriedades farmacologicas, como
melhora da solubilidade, diminui¢do da imunogenicidade, diminuicdo da excrecdo renal da
droga, entre outras, viabilizando a utilizacdo de proteinas e macromoléculas com potencial
terapéutico para tratamento de doencgas cronicas (VERONESE et al., 2008). Aqui, 0s extratos

diluidos em PEG apresentaram de modo geral tendéncia melhoradora da resposta.

Tanto o PEG guanto DMSO séo considerados agentes crioprotetores por modificarem
a fase de transicdo de temperatura em vesiculas de fosfolipedes, além de promoverem a fuséo
das mesmas, sendo por este motivo conhecidos como agentes fusogénicos (BOWMAN,
1990). Ha relato da acdo de ambos os agentes na promocéao da fusdo das vesiculas de ACh
com o terminal nervoso, facilitando a exocitose da ACh na juncdo neuromuscular. (GERON;
MEIRI, 1985)

O fato de as respostas apresentadas pelos EH e EAC diluidos em DMSO terem sido de
blogqueio, pode estar associado a possibilidade de o solvente permitir o acesso de substancias
toxicas presentes nos extratos, que normalmente ndo atravessariam a camada lipidica da
membrana, ja que este solvente tem como caracteristica a formacao de poros em membranas
celulares (MENORVAL et al., 2012). Entretanto a concentracdo aqui utilizada ndo permite
esta afirmacéo; a avaliagdo histologica comparativa de preparacGes submetidas aos efeitos de

extratos e solventes poderia auxiliar no esclarecimento desta hipotese.

A interacdo entre os solventes com o acido o-cumarico (por exemplo EAC/PEG) ou
compostos terpénicos (EAC/DMSO e EH/DMSO) pode ser considerada, uma vez que com a
cumarina, marcadamente presente nos extratos e avaliada através do fitoquimico comercial, 0s
solventes ndo interferiram na resposta farmacoldgica (fig. 28). Em modelo experimental com
musculo liso de traquéia de rato ha relato de acdo relaxadora da musculatura lisa exercida
especificamente pela cumarina (SOARES DE MOURA et al., 2002). Aqui, a curva



95

concentragdo-resposta da cumarina manteve-se proporcional ao aumento da concentracao, que
guanto maior causava maior blogueio. Concentragdes menores que as demonstradas na figura

28 ndo causaram facilitacdo da resposta contratil (resultados ndo mostrados).

O efeito facilitador da contracdo apresentado pelos extratos, que pode de certo modo
ser considerado de modo crescente para os INFII, INFI, EHA, EAC e EM, encontra
correlacdo com a presenga do acido o-cumarico, cuja marcada presenca foi demonstrada pela
andlise cromatografica também em ordem crescente relativamente a intensidade das manchas,
dos extratos INFII, INFI, EHA, EAC e EM (fig. 13-revelado com KOH), sugerindo deste

modo sua participacdo nos efeitos farmacoldgico dos extratos.

Estas observacdes levantam a necessidade de esclarecimento sobre a importancia da
participacdo do acido o-cumarico nos efeitos farmacoldgicos do guaco, principalmente tendo
em vista a proximidade das vias metabdlicas envolvidas na sua sintese em vegetais e na
sintese da adrenalina em mamiferos: ainda que por vias diversas, ambos sdo compostos

derivados do metabolismo da fenilalanina.

Os ensaios com a adrenalina demonstraram efeito facilitador (aumento da amplitude
da resposta contratil), o que esta de acordo com a literatura, pois ja Ihe foi descrito um efeito
pré-juncional com aumento de liberacdo de ACh, e que exerce um fraco efeito anti-curare.
(BOWMAN, 1990)

O salbutamol também apresentou facilitacdo da resposta contratil no modelo, a
semelhanca da adrenalina ou ligante nativo. Esta facilitacdo se deu tanto por estimulo direto
guanto indireto, o que se pode relacionar com ac¢des juncionais e pds-juncionais para as acoes
do farmaco (figs. 30 e 31). A elevacdo da concentracdo de K+ na solu¢do nutritiva nédo
impediu sua acdo (fig. 44), o que pode estar relacionado as agdes relatadas para o farmaco
sobre a melhora da resposta contratil em musculatura estriada relacionada a reducdo da
potassemia associadas a ativacdo da enzima Na+K+ATPase. (BUCHANAN; NIELSEN;
CLAUSEN, 2002)

O propranolol mostrou antagonismo da resposta contratil no modelo em doses
micromolares (fig. 32), além de leve agonismo parcial representado pelo aumento da resposta
contratil no inicio dos experimentos (fig. 33). A acdo agonista parcial ndo é relatada para o
pro-farmaco (sendo este utilizado para 0s ensaios) e sim para seu metabdlito 4-

hidroxipropranolol, para o qual € descrita acdo simpatomimética intrinseca no sistema
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cardiovascular, e relacionada a a¢éo cronotrépica sobre o coracdo e ndo sobre a contracdo da
fibra muscular cardiaca ou inotropica (FITZGERALD; O’DONNEL, 1971). Porém, o efeito
facilitador da contracdo mostrado pelo pro-farmaco no modelo (fig. 33) foi interpretado como
tal ainda que se trate de tecido muscular estriado, pois a complexidade das acdes do
propranolol, demonstrada pelo seu envolvimento em vias diversas de sinaliza¢do celular e sua
acdo constritora de musculo liso de leito vascular de musculo esquelético (ver notas 20 e 21)
suportam esta interpretacdo. Os mecanismos de acao envolvidos nas acdes simpatomimeticas
intrinsecas do propranolol ndo sdo completamente conhecidos, bem como sua acéo
hipotensora (BOWMAN; RAND, 1980).

Além disto, concentracdes elevadas de propranolol (10uM) empregadas no modelo
experimental causaram importante contratura (fig. 34), podendo-se entender deste fendmeno,
que a reducao do estocamento do célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, relatada para acdo do
farmaco (BOWMAN; RAND, 1980) faria num primeiro momento com que estivesse mais
disponivel para as proteinas contrateis da fibra, talvez uma explicacdo para seu efeito
facilitador inicial e um possivel mecanismo adicional para explicar as cdimbras observadas
algumas vezes na sua utilizacdo para o tratamento da insuficiéncia vascular periférica (ver
nota 21), uma vez que o relaxamento da fibra depende do sequestro do calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico. O fato de ap0ds a lavagem ndo haver recuperacdo da resposta contratil foi
interpretado como toxicidade potencial do farmaco em altas concentracdes para a fibra
muscular estiada; apesar de concentragdes desta magnitude ndo serem viaveis in vivo, este
tipo de resposta ndo foi observado para o salbutamol, que mesmo em concentracdes maiores

que esta (~34uM- resultado ndo mostrado) ndo causou bloqueio irreversivel da preparacao.

O bloqueio do propranolol também se mostrou acelerado em solucdo de Tyrode
modificada com excesso de potassio (fig. 36), e neste caso com recuperacdo da resposta apos
a retirada do farmaco. Pode-se entender disto que sua acdo blogueadora se desenvolve ao
menos em parte através de canais de calcio voltagem-dependentes como relatado para a fibra
muscular cardiaca nas solugdes cardiopégicas ricas em potassio (OLIVEIRA et al., 2005), ou
na inativacao de canais de sédio voltagem-dependentes, porém estudos eletrofisioldgicos sao
necessarios para esclarecimento pois é possivel o envolvimento de outros tipos de sinalizacao
a partir de gradientes ou de canais idnicos com acdo em fases especificas dos potencial de
acao e restauracdo; a elevacdo da resposta nos limites de concentracdo observadas pelo estudo
é relatada na literatura (BOWMAN; RAND, 1980), e explicada pela facilitacdo da restauracdo

do potencial de membrana: a elevacdo do gradiente i6nico extracelular do potassio até certos
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limites facilitaria seu retorno para dentro da célula, e com isto a restauracdo do potencial de
membrana se d& com mais facilidade, mas a real natureza da interferéncia na resposta contratil
da célula muscular por este mecanismo, ndo € conhecida. O acumulo extracelular de potassio
acima destes limites estd ao contrario, relacionado a despolarizacdo da célula muscular,
inativacdo de canais de sodio voltagem-dependentes (fig. 10) com consequente perda da
excitabilidade e da resposta contratil (CLAUSEN, 2011). Contudo dentro destes limites, é
possivel que a alteracdo do gradiente ibnico do potassio seja favoravel a atividade da
Na+/K+ATPase, explicando a melhora contratil observada por este mecanismo, bem como o
blogueio mostrado pelo propranolol em solugdo de Tyrode com excesso de potassio, por sua
acéo inibidora da bomba (fig. 8).

Os valores utilizados para a concentracdo de potassio nos experimentos (fig. 36)
dificilmente serdo atingidos em condic@es fisioldgicas por estarem nos limites de toxicidade
cardiaca (considerando-se ainda que a concentracao intersticial de potassio € um pouco menor
que a plasmatica); porém o efeito facilitador da resposta nos limites aqui utilizados (8,1 a
10,8mM), ndo € relatado para esta condigdo em musculo estriado esquelético, e sim a reducdo
da contracdo (observada no modelo apenas com a concentracdo de potassio acima de
10,8mM), como a fraqueza muscular, comum na insuficiéncia renal cronica, onde ha elevacéo
da potassemia. A hiperpotassemia, comum nesta condi¢do, € complicacdo de alto risco pelas
consequéncias na fibra muscular cardiaca, para qual os limites de toxicidade relatados sdo de
concentracdo plasmatica entre 8 e 12 mM (BOWMAN; RAND, 1980) e demonstra que a
elevacdo da potassemia se relaciona a perda da forca de contracdo e ndo ao seu aumento como
observado nos experimentos da fig. 36. De qualquer modo, a elevacdo da potassemia mostrou
influéncia significativa na resposta contratil de musculo estriado para as concentracdes
utilizadas (fig. 36); com respeito ao blogueio da resposta contratil induzido pelo propranolol
(fig. 43) o aumento da potassemia produziu significativo aumento deste bloqueio para
concentragdes do farmaco (0,2 e 0,3puM) que ndo produziram modifica¢do da resposta quando
sozinho. Este fato demontra o risco relatado para seu uso em condi¢des onde a potassemia

pode estar elevada como na insuficiéncia renal crénica.

A acdo antagonista do propranolol foi intensificada pela presenca do extrato
hidroalcodlico (figs. 39 e 46) e sua acdo agonista parcial melhor demonstrada quando
associado ao extrato aquoso da planta, (figs. 38 e 46) sendo neste caso a interferéncia
apresentada como prolongamento do tempo de bloqueio, de modo significativo quando

comparado a sua ac¢do sozinho (figs. 32 e 46). Este fendmeno pode encontrar explicacdo nas
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propriedades de farmacos com acdo em adrenoceptores e na natureza das interagdes® do
farmaco com o receptor, onde a possibilidade de acomodacdo simultdnea de mais de um
ligante ao receptor (CONGREVE et al., 2011), pode resultar em modificacdes na eficacia do
ligante, além de mostrar que a conceituacdo do propranolol, consagrada como de antagonista
ou seja, farmaco que impede a ligacéo de outro ao receptor sem modificar sua atividade basal
constitutiva (DEUPI ; KOBILKA, 2010) néo corresponde a realidade.

O comportamento dos extratos estudados de Mikania laevigata no modelo de musculo
estriado estudado frente ao propranolol, (EHA e INF1) sugerem a participacdo de vias
adrenérgicas nas acdes da planta. Se por um lado, o bloqueio demonstrado pelo extrato
hidroalcodlico sobre o propranolol é de valor discutivel, primeiro pela concentracdo elevada
do extrato utilizada, e segundo pela sensibilidade do modelo as a¢bes do propranolol, levando
a pensar que muitas outras substancias provavelmente apresentem este comportamento (a
cumarina ndo apresentou), por outro as provaveis interferéncias destas mesmas muitas

substancias podem estar implicadas neste tipo de transmisséo.

O fitoquimico entretanto ndo apresentou correspondéncia para as respostas dos
extratos solUveis, e alem disto causou interferéncia na acdo do salbutamol (fig. 41), num
padrdo inicial semelhante aquele apresentado quando o salbutamol e propranolol foram
analisados em conjunto em concentracdes equimolares (fig. 37); quando o fitoquimico foi
analisado em conjunto com o propranolol (fig. 40), ndo se pode concluir que tenha interferido

no bloqueio do farmaco.

O erro crescente observado nestes experimentos (fig. 40-propranolol 0,4puM/cumarina
250ug, T10=2,4; T20=5,7; T30=11,7; T40=14,4; T50=15,7 e T60=15,7 n=7) bem como
naqueles com propranolol e salbutamol (fig. 37-salbutamol 0,3 pM/propranolol 0,3uM,
T40=3,3; T50=5,6; T60=7,7; T70=9,4 e T80=10,5 n=6), podem estar relacionados a

polimorfismos do receptor.

%2 Estudos sobre a interacdo entre receptor-fArmaco com respeito a adrenoceptores mostram que ligantes
sintéticos podem ativar ou inibir a resposta celular, dependendo dos locais de acomodacdo do farmaco ao
receptor, que pode acontecer de modo diferente entre o ligante nativo e os sintéticos. Entre os ligantes sintéticos
esta acomodacao também € diferente de um para outro, levando a classificagcdo dos ligantes como agonistas
totais, parciais ou antagonistas, caso a resposta celular seja semelhante aquela produzida pelo ligante nativo,
reduzida ou inibida respectivamente. Mesmo na auséncia do ligante, o receptor se encontra num estado funcional
basal constitutivo, (R° na fig. 44) que pode ser modificado pela presenca de ligantes levando ao conceito de
agonismo de proteus, que teoricamente seria a reducdo da atividade basal constitutiva do receptor por um ligante.
(KENAKIN, 2001; EVANS et al., 2010; WARNE et al., 2011)



99

A interferéncia bloqueadora do efeito do salbutamol produzida pela cumarina
constitui resultado inesperado, pois para ambos € descrita acdo relaxadora de musculatura lisa,
e ainda que esta acdo ocorra por mecanismos diferentes para cada um (ja que neste estudo
mostratam efeitos diversos), a interferéncia apresentada indica interseccdo de local de acao,
possivelmente compartilhado por ambos, sugerindo que a cumarina pode reduzir a eficacia do

salbutamol.

Desta forma, as modificacbes produzidas pelos extratos sollveis e fitoquimico
estudados concomitante aos farmacos foram interpretadas como deslocamento das eficacias
dos farmacos, e as acOes dos extratos (INF1 e EHA) e fitoquimico analisadas por meio dos
ensaios apresentados nas figuras 37 a 42, foram interpretadas como acao de agonistas neutros

exercida pelos extratos e fitoquimico sobre os farmacos.

Apesar de ainda pouco compreendidas, estas relagdes entre receptores heptahélicos e
ligantes (DEUPI; KOBILKA, 2010) tem ganhado interpretacdes tedricas que auxiliam na
compreensdo da diversidade das consequéncias destas ligacdes, sendo uma proposta

representada pela figura 45.

Figura 45- AcOes de farmacos via proteina-G.
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RelacGes entre as acbes de ligantes a receptor acoplado a proteina-G baseadas em
conhecimentos clinicos de varios tipos de farmacos com acdo através deste sistema sejam por vias
adrenérgicas, histaminérgicas, dopaminérgicas ou serotoninérgicas. R#- receptor em estado
constitucional, R°- receptor inativo, R*-receptor ativado. A ligagdo de um agonista ao receptor desloca
a ativacdo para a conformagdo R*; um agonista inverso tem alta afinidade pela conformacdo R#,
deslocando a acdo para R°, reduzindo a atividade espontanea do receptor; agonistas neutros tem
afinidade pelo receptor tanto na conformacgéo R°, quanto R*, e sdo capazes de bloquear a¢des tanto de
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agonistas como de agonistas inversos (KHILNANI; KHILNANI, 2011). A seta verde representa a
acdo do segundo ligante deslocando a eficicia do antagonista na dire¢cdo do agonismo, (agindo como
agonista neutro), ilustrando a a¢do presumida do extrato aquoso sobre o propranolol. Modificado de
Khilnani; Khilnani (2011).

A acdo relaxadora de musculatura lisa é reconhecida para o salbutamol (WATSON;
RICHENS, 1974) e descrita para a planta em modelos experimentais de musculatura lisa de
vias aéreas (GRACA et al., 2007; NAPIMOGA; YATSUDA, 2010). Ha relato na literatura,
de que as agdes da planta séo independentes de [,-receptores em modelo experimental de
musculo liso: o relaxamento produzido pelo extrato hidroalcodlico sobre a contracdo prévia
de anéis de traqueia de porco e de brénquio humano com propranolol se faz de modo dose-
dependente e foi interpretado como tal (SOARES DE MOURA et al., 2002).

Os resultados aqui apresentados indicam que em musculatura estriada, extratos de M.
laevigata interferem nos efeitos de farmacos de acdo adrenérgica, e a presenca de receptores
B,, relatada em musculatura estriada permite assumir que estas acGes se desenvolvam ao
menos em parte através destes receptores, ainda que a diversidade de possibilidades de acdes

destes farmacos inclua acdo em outros sitios celulares.

O painel com as curvas que ilustram os experimentos de desafio com propranolol
podem ser avaliados na figura 46, e aqueles para comparacdo da acao de extratos e desafios

com o salbutamol na figura 47.



Figura 46- Resumo dos desafios com propranolol.
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Composigdo das figuras 32, 37, 38, 39, e 40 apresentadas nos resultados para a visualizagéo

dos efeitos dos extratos (INF1 e EHA), fitoquimico e salbutamol sobre o blogueio do propranolol.



Figura 47- Resumo de comparacao e desafios com salbutamol.

.

-

(=
1

-y
[
=]
1

—

=

[}
|

—&— controle Tyrode n=8
—=— 0, 1Tmg n=4
—a— 0, 5mg n=T
—— 2. 5mg n=3
—a— 5. 0mg n=3

Salbutam ol-contratilidade meadia (%)
2
1

a4
-2 T T 4 T
i) 20 40 60 L f=la]
=rnmm (i
Tempao (min)
.
143 i
- - e o
( | o et
'g-::- /r = o, v s u
g i 2 7]
2.V + s
= "_H"“v.' - - & = b
- : E]
g 1 i = Iﬂ
; i = B
B o z
a & 11 (1mg m- ; e —=— | n=6
- — 1D (T 24mY) A=) E & D n=4|
- e S5 EG Ty RS Al =
.‘ﬁ 42 T |
-4 w
T .I_ ‘r. - .
& = 40 8o
¥ Tempa (min}
INF EHA
[salbutamol 0,3:M
120 o nanna 500ug n=5 120 I
—1l17]
1 \],\l 11
A = ]
=2 /I/ . ERCE
s o : -
3 1 5
£ / E
100 - ol SRV B P
§ . 5 .l
= 2
£ E
8 2 = ==ibutamol 0,200 x EFA Tmg
R | 1 n=i
s
' ' HA
&0 T T T T T T T T T T T T £y T
o 10 20 30 40 L 50 60 0 20 40 &0 30 L 100
Tempo (min) Tempo (min
SALB. x CUMARINA SALB. x EHA

102

Composicao das figuras apresentadas nos resultados para visualizacdo da semelhanca entre as
acOes dos extratos e o salbutamol (figuras 21, 22 e 30) e dos efeitos do farmaco sobre o fitoquimico e
extrato hidroalcodlico (figuras 41 e 42).
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54.1 CONSIDERACOES TEORICAS

Algumas consideracBes tedricas, a seguir, serdo discutidas para fundamentar a

conclusdo do estudo.

A relevancia do confronto entre estudos por diferentes modelos experimentais esta na
possibilidade de avaliacdo das diferentes variaveis e limitacbes inerentes aos diferentes
sistemas que compdem os modelos, aléem da confirmacdo da aplicabilidade de informacdes
obtidas através de outras metodologias em sistemas biol6gicos; e através das semelhancas e
diferencas encontradas no comportamento de cada um, obter o reconhecimento de padrédo
adequado para concordancia de todas as variaveis a condicdes fisioldgicas. Neste estudo,
utilizou-se modelo experimental de musculatura estriada para a averiguacdo do efeito de
farmacos e extratos cuja acdo € reconhecida em musculatura lisa, e pelo menos no caso dos

farmacos se dé através de receptores f3,, a variavel presente nos dois tipos de tecido.

Apesar das semelhancas estruturais entre receptores B*3, as caracteristicas funcionais
dos do musculo estriado podem ndo ser as mesmas daqueles da musculatura lisa brénquica,
porém, o comportamento de farmacos cujas acfes sdo reconhecidas em ambos os tecidos
pode trazer alguma luz sobre a complexidade de suas acbes. E descrito que a sinalizacio
predominante para um mesmo subtipo pode diferir entre células e 6rgdos (DEUPI,
KOBILKA, 2010), além de que polimorfismos para um mesmo subtipo hum mesmo tecido,
sejam responsaveis por comportamento diferente frente ao mesmo ligante (JHONSON, 1998)
mostrando que a identidade do receptor adrenérgico esta de algum modo associada tanto a
particularidades de sua estrutura quanto ao tecido de origem (BOLTON; LARGE, 1986), e
que os receptores apesar de semelhantes estruturalmente, podem ter comportamento diverso
em resposta a0 mesmo sinalizador (INSEL et al, 2007). Estas qualidades dos B-receptores
devem ser mantidas em mente na avaliacdo das acdes da planta e farmacos em musculatura

estriada feita por este estudo.

Acredita-se gque evolutivamente estes receptores adaptaram-se para otimizar o maior

namero possivel de contato com ligantes, com grande numero de pontos sensiveis a

% 0 alto grau de homologia entre diversos subtipos de GPCR parece ndo encontrar correlagdo com
qualidades funcionais (DEUPI; KOBILKA, 2010). O receptor rodopsina, encontrado na retina de mamiferos é
ativado por fétons com, propriedades funcionais muito diferentes (correlaciona-se com proteina-G' via
fosfodiesterase), mas estruturalmente muito semelhante aos p-receptores. (ALBERTS et al., 1994; CHEREZOV
et al., 2007)
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modificagdes conformacionais decorrentes desta esta ligagéo, resultando em possibilidades
diferentes de resposta para cada uma delas, e que as diferencas entre as ligagdes entre
agonistas e antagonistas sejam de natureza energética ao invés de topografica (AMBROSIO et
al., 2000). A reatividade desta classe de receptores é tdo sensivel, que ha demonstracdo da
acdo funcional de anticorpos anti-receptor-p por estudos in vitro, bloqueando o acimulo de
AMPCc e consequente reducdo de atividade cronotropica positiva em cardiomiécitos (PETER
et al.,, 2003), além do relato de que as acbes entre isdbmeros de um mesmo farmaco
(salbutamol) em modelo de musculatura lisa bronquica pode variar de tal modo, que seus
isdbmeros purificados podem desempenhar funcdo antagonista ou agonista dependendo do
isdbmero do farmaco estudado. (DELMOTTE; SANDERSON, 2008)

Apesar do ganho na compreensdo da natureza das alteragdes estruturais entre o
receptor adrenérgico e ligantes nos ultimos anos, a natureza de suas relagdes com proteina-G
estdo apenas no inicio, ha apenas 1 ano se conseguiu observar a ativacdo de proteina-G em
receptor adrenérgico isolado (ROSENBAUM et al., 2011), sendo reconhecido que um mesmo
receptor pode acoplar-se a mais de um tipo de proteina-G, determinar sinalizacGes
independentes deste acoplamento, além de estarem sujeitos a interferéncias regulatérias de
pequenas moléculas e outras proteinas, incluindo a de outros GPCRs (DEUPI; KOBILKA,
2010). A presenca de sitios alostéricos de ligacdo no receptor, permitem a acomodacdo
simultdnea de mais de um ligante; os ligantes alostéricos sdo atualmente denominados
moduladores positivos e negativos, dependendo de sua acdo sobre o ligante ortostérico
(CONGREVE et al., 2011). A fig. 48 mostra as modificacdes desta conceituacdo nos ultimos
anos e a fig.45, os deslocamentos dos efeitos produzidos pelas acBes destes ligantes sobre o

receptor.

Figura 48- Alvos quimicos para receptor acoplado a proteina-G.
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Fonte: Kenakin (2001)
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No caso da contracdo muscular estriada, tdo conhecida e classicamente representada
pelo acoplamento da actina e miosina em presenca de elevacdo do célcio intracelular,
fendmeno observado tanto em musculo liso brénquico quanto estriado ou cardiaco, encontra
no relaxamento de musculatura lisa bronquica e na contracdo de musclatura lisa vascular por
vias adrenérgicas (BOLTON; LARGE, 1986), uma divergéncia para a qual as solucbes
vislumbradas ndo oferecem repouso. Tanto no musculo estriado quanto no liso, a ativagdo de
adrenoceptores produz ativacdo da via Gs-adenilato ciclase (JANSSEN, 2002; CLAUSEN,
2003) ainda que outras sinalizagcdes também sejam descritas para o primeiro (BILLINGTON;
PENN, 2003). Ha indicios que na musculatura lisa de vias aéreas, o relaxamento ndo acontece
somente através do sistema adenilato ciclase: camundongos modificados com aumento de
expressao da enzima paradoxalmente tem o relaxamento produzido por [-agonistas
comprometido. (WAYNE et al., 2011)

As limitacGes para a compreensdo das acbes celulares desenvolvidas a partir da
transmissdo adrenérgica sdo muitas e podem também ter origens nos fundamentos
conceituais, que encontram no ponto de partida, ou seja na subdivisdo de adrenoceptores o e
B, talvez uma barreira. Curiosamente, o trabalho de Ahlquist que originou o conceito e
classificagdo de receptores a e  para as acdes de aminas simpatomiméticas (AHLQUIST,
1948) assumiu as excecdes observadas®* como sem consequéncia para a elaboracdo da
hipdtese (no caso, o musculo cardiaco representa a excecdo relatada para as acdes via [3-
receptores). A acdo observada pela adrenalina no musculo estriado, também constitui
“exce¢do”: do mesmo modo que o musculo cardiaco, 0 musculo estriado estudado neste
modelo sob ac¢do da adrenalina apresenta aumento da contratilidade. Talvez estas “excecdes”
representem papel fundamental para a compreensdo das acdes desempenhadas por estas vias
através de adrenoceptores, além de constituirem ponto chave para sua identificagéo,

conceituacao e classificacéo.

A classificacdo de adrenoceptores a partir do comportamento celular frente a farmacos
parece inadequada: equivale a assumir que uma fechadura adquiriu identidade diferente
porque foi aberta por outra chave. A associacdo das acOes com o tipo de ativacdo
desencadeado em proteina-G equivale a assumir que a fechadura aceita mais de um tipo de

chave, sendo que diferentes chaves abrem segmentos diferentes da porta, talvez o que mais se

% Ppara 0 receptor a, associado a acdes principalmente excitatorias (vasoconstricgdo, motricidade uterina,
ureteral, dilatacdo da pupila), relata importante efeito inibitorio (relaxamento da musculatura intestinal). Para o
receptor P, associado a agdes principalmente inibitorias (vasodilatagdo, relaxamento uterino e bronquico), relata
uma acdo excitatdria (estimulagdo miocardica). (AHLQUIST, 1948)
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aproxime da realidade, porém hé ativacBes independentes de proteina-G. Os esforgos para
identificacdo e isolamento de receptores adrenérgicos em estado funcional ainda ndo permite
uma classificacdo nestas bases, pois a versatilidade funcional desta classe de receptores
resulta em padrdes muito variados de ativacdo (CHEREZOV et al., 2007) e as semelhancas
encontradas nos subtipos presumidos B, ¢ B, sugerem que possam ser aplicaveis a muitos
outros subtipos (DELMOTTE; SANDERSON, 2008; WARNE et al., 2011 ), bem como sé&o
reconhecidos padrdes diferentes de sinalizagdo para subtipos homologos (DEUPI; KOBILKA,
2010). Em decorréncia destas caracteristicas, sua conceituacdo atual (nota 17 p. 34) se mostra
mais flexivel, sem contudo oferecer condi¢bes para um reconhecimento de padrbes

especificos de sinalizacdo para cada tipo de receptor.

Os conhecimento de diversos padrdes de sinalizacdo celular relacionado a este tipo de
transmissdo (EVANS et al., 2010), atualmente tido fragmentado®, extenso e ainda assim
insuficiente para permitir seu alinhamento com reagdes fisiologicas ou clinicas associadas as
acOes da adrenalina ou de aminas simpatomiméticas ou ainda de farmacos com acdo nestas
vias, ndo constituem a solucdo para esta compreensdo, trazendo extenso volume de
informacdes a respeito destas vias, porém ainda insuficiente para a construcdo de um sentido

para 0 seu conjunto, pois faltam pistas para sua polarizacdo ou sistematizacao.

As dificuldades encontradas para compreensao das alteracGes fisioldgicas observadas
in vivo, propulsor de investigacbes progressivamente mais reduzidas, por meio de
experimentos com conjuntos destacados como este modelo, com 6rgaos, células isoladas,
organelas, material nuclear, isolamento de proteinas e receptores celulares, com finalidade de
se conseguir uma visao mais clara dos fendmenos fisioldgicos através de sua fragmentacéo,
podem produzir distor¢es também progressivas além de ndo assegurar que tudo esteja sendo
“visto” de fato. Para exemplificar pode-se citar, por um lado, a redu¢do do ndmero de
adrenoceptores observado em cultura de midcitos (FAN et al.,, 2009), e por outro,
camundongos modificados com expressdo aumentada da enzima adenilato ciclase,
paradoxalmente tem o relaxamento produzido por -agonistas comprometido (WAYNE et al.,
2011). Para se conseguir o isolamento de adrenoceptores para avaliacdo das modificagdes
produzidas por ligantes sdo necessarias mutagbes no receptor que assegurem sua
termoestabilidade. (WARNE et al., 2011; ROSENBAUM et al., 2011)

%E necessario observar cada caso, cada 6rgdo, cada situagdo, ainda cada farmaco, ou cada ag&o e assim por
diante, como proposto para as a¢Oes celulares via proteina-G (BIRNBAUER et al., 1990), criando como que uma
“colecdo de padroes” para cada situag@o.
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A transmiss@o adrenérgica é dual em principio (representada pela acdo da adrenalina
como neurotransmissor de liberagdo local e como hormdnio circulante), constituindo sistema
operacional de comando simultaneamente centralizado e distribuido, desempenhado por um

unico sinalizador (adrenalina), submetendo todo o organismo a suas acoes.

Imaginar que as acOes da adrenalina como neurotransmissor possam encontrar
oposicdo, auxilio ou inter-relagdes com ou através de seu contingente sistémico e vice-versa,
poderia trazer um pouco de luz a priori para alguns fendmenos locais e sistémicos observados
a posteriori. O alosterismo demonstrado através da ligacdo de farmacos em sitios especificos
do receptor adrenérgico e que resulta nos conceitos de antagonismo, agonismo inverso,
parcial, etc, podem ser somente uma distorcdo da avaliacdo das possibilidades de
comunicagdo operantes no organismo por este sistema. Dentre as muitas particularidades da
transmissdo adrenérgica, em modelos experimentais de musculatura lisa vascular a auséncia
do endotélio modifica a resposta de constricdo pela adrenalina (EGLEME; GODFRAIND;
MILLER, 1984), em modelos experimentais de musculo liso de vias aéreas, a auséncia do
epitélio também produz modificacbes destas acdes (KROIGAARD; DALSGAARD;
SIMONSEN, 2010), mostrando que nos sistemas circulatorio e respiratorio influéncias

reciprocas entre suas estruturas encontram meios de comunicacéao.

Na musculatura lisa intestinal, a presenca de células especializadas (células
intersticiais de Cajal) em todo o sistema digestivo, identificadas do es6fago ao anus através de
anticorpos anti-receptor tirosina-cinase (neurénios e muasculo liso entérico ndo expressam este
tipo de receptor) desempenham papel fundamental na coordenagdo da neurotransmisséo e
funcionamento gastrointestinal (KITO, 2011), de modo que as respostas das células

musculares lisas estdo subordinadas a células especializadas com as quais estdo em contato.

No caso especifico do musculo estriado, estudado por este modelo, a interferéncia das
fibras fusais, que representam um ponto de integragdo da contragdo muscular com o sistema
nervoso central, comeca a despertar interesse observado na validacdo de métodos para
investigacdo em modelos experimentais (ZHAO et al., 2011; WILKINSON; KLOEFKORN;
HOCHMAN, 2012). A participacdo de vias adrenérgicas é relatada neste tipo especifico de
transmissdo (JANKOWSKA; GLADEN; CZARKOWSKA-BAUCH, 1998). A despeito da
amputacdo de suas conexOes, estas fibras permanecem na intimidade do diafragma e
possivelmente representam papel funcional ainda dificil de ser avaliado, mas que certamente

estd associado a comunicacdo intercelular. O relato de potenciais aferentes em fusos



108

neuromusculares registrados neste mesmo modelo experimental a partir da acdo de farmacos
(GANGULY et al.,, 1978), mostra a possibilidade desta influéncia, porém influéncias
reciprocas locais entre células fusais e musculares estriadas num modelo desta natureza ainda
ndo sdo relatadas. Estas consideracbes devem ser tomadas como limitacdo do modelo na

avaliacdo da acdo de farmacos como a deste trabalho.

O fato é que o adrenoceptor é uma estrutura complexa, e talvez necessite uma nova
conceituacdo, pois ndo se comporta no mesmo padrdo substrato-ligante, que o receptor
colinérgico da juncdo ensinou. Os conceitos de agonismo e antagonismo, herdados destes
conhecimentos sdo dificilmente ajustaveis a transmissao por receptores heptahélicos; o que
parece ter sido resolvido com as complexas conceituacfes de agonismo parcial e inverso
(fig.45 e 48), que ademais apresentam variag0es entre autores, como que numa tentativa de
manter uma analogia para a relacdo receptor-ligante da transmissdo colinérgica da jungéo
neuromuscular via receptores nicotinicos. E possivel que quanto mais se avance neste
entendimento, menos ajustaveis se tornem estes conceitos; as modificacbes conformacionais e
subsequente ativacao de proteina-G produzidas pelo ligante ao receptor adrenérgico ainda ndo
foram registradas in vivo, e a maioria dos conceitos das a¢fes de farmacos sobre GPCR séo

oriundas de observacdes clinicas e estudos in vitro.

As multiplas possibilidades de ativacdo certamente aproveitadas pelos organismos
podem acontecer de forma simultanea resultando em possibilidades ilimitadas de padrdes de
sinalizacéo e respostas, configurando um idioma celular de sinalizagdo. Parece haver uma
forma de inteligéncia de manifestacdo periférica relacionada a este tipo de transmissdo, cujo
entendimento ainda néo é acessivel. Entendemos apenas algumas “palavras”. Somente temos
visGes das consequéncias do alosterismo mostrado pela utilizacdo de farmacos com acdo
nestas vias, ndo sabemos exatamente como nem quais cé€lulas estdo “entendendo” este
estimulo sintético e quais as consequéncias disto (as agdes anabolicas relatadas para o
salbutamol sdo exemplo disto); desde a sintese do propranolol ha mais de 50 anos e a despeito
de sua larga utilizacéo clinica, novas indica¢es para seu uso continuam a surgir decorrentes
de noticias sobre novos padrdes de resposta celular, reconhecidos por a sua agdo em modelos
experimentais. (KOZANOGLU et al., 2013)

Neste sentido, pode-se imaginar que a acdo de um conjunto de substancias,
representado pela planta e seus inUmeros constituintes presentes nos seus extratos aquoso e

bruto (fitocomplexo), pode desempenhar no organismo uma agdo mais equilibrada do que
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aquela desempenhada por farmacos sintéticos ou isolados cuja agdo pontual, pode ser
“entendida” pela célula de forma menos fisioldgica resultando em desvios: 0s mecanismos de
“up/down” regulation associados a estes farmacos (JHONSON, 1998), podem ser entendidos
deste modo; principalmente quando sua utilizacdo é feita por tempo prolongado como no
tratamento de doencas cronicas como a asma. Os organismos parecem mostrar-se melhor
adaptados a lidar com estimulos multiplos ao invés dos pontuais; a drogaadic¢cdo € um

exemplo disto, a obesidade talvez também.

Ainda, as acOes sobre a expressdo génica, relatadas para o salbutamol em mdusculo
estriado, com aumento de sintese e hipertrofia (PEAREN et al., 2009), n&o sao relatadas para
musculatura lisa. Este fato necessita esclarecimento, pois se estes mesmos padrdes de
sinalizacdo forem aplicaveis a fibras musculares lisas constitutivas de vias aéreas ou ainda a
fibras musculares cardiacas, esta classe de farmacos (agonistas de receptores-f,) podem estar
produzindo efeitos ndo conhecidos ou conhecidos e ndo considerados. A rigor, a possibilidade
dos efeitos hipertré6ficos produzidos por esta classe de farmacos ocorrerem em masculo liso
de vias aéreas, representaria risco de agravamento da doenca para a qual estdo sendo
utilizados para tratamento (uma vez que a hipertofia bronquica é uma das causas do
agravamento da asma), além de potencial interferéncia de natureza constitutiva na
musculatura cardiaca; sua acdo em musculatura esquelética normalmente ndo vem sendo

considerada.

5.4.2 CONSIDERACOES FINAIS

O guaco apresentou efeito facilitador da resposta contratil em modelo de musculatura
estriada esquelética, de modo dose dependente para os extratos soluveis. Esta facilitacdo se
mostrou maior e sustentada com o extrato aquoso por infusdo (T60, INF2 com =7 mg
137,6+3,1 n=3), na apresentacdo preconizada pela Farmacopeia Brasileira. A participacdo do
acido o-cumarico pode ser considerada para o efeito observado. Com o extrato hidroalcodlico
a acdo facilitadora se fez de forma fugaz por estimulo indireto (T10, EHA com 5mg
110,3+1,5 e T60 99,3+3 n=5) e sustentada por estimulo direto (T60 EHA com 5mg 109,1+2,7
n=4), com diferenca significativa entre os dois tipos de estimulo, 0 que pode se relacionar a

aces juncionais e pos juncionais com respeito aos mecanismos de acdo da planta e
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possivelmente & presenca de terpenoides verificada neste extrato, porém nescessita
esclarecimento sobre o papel juncional na facilitacdo observada.

O efeito facilitador apresentado pelos extratos ndo pdde ser atribuido ao seu

constituinte majoritario (cumarina).

A separacdo dos constituintes da planta em extratos por solventes de polaridade

crescente, ndo resultou na melhora da resposta farmacologica de nenhum destes extratos.

Os agentes utilizados para solubilizacdo dos extratos mostraram interferéncia
significativa nas respostas do EAC (T10, EAC 1mg/PEG 110,3+5,1 n=5 e EAC 1mg/DMSO
89,1+£3,1 n=5) e provavelmente no EH (T60, com 0,5mg/DMSO 79,2+2,2 n=3 e 1mg/PEG
105,3+4,7 n=3), sendo possivel interacdo de substancia concentrada nestes extratos com o
PEG ou DMSO.

O efeito do salbutamol foi facilitador da resposta e dependente da concentracdo
utilizada por estimulo indireto (até 2,5mg facilitacdo e com 5mg bloqueio). Observou-se dose
dependéncia por estimulo indireto entre as concentracBes de 0,1 e 0,5mg/sml, (T30 com
0,1mg 110,5+7,2 n=4 e com 0,5mg 119,+6,6 n=6) fato ndo observado para estimulagéo direta
entre as concentracGes de 0,07/mg e 0,5mg (T=30 com 0,07mg 107,1+4,1 n=6 e com 0,5mg
106,4+5,7 n=5) o que demonstra respectivamente acGes juncionais e diretas sobre a fibra

muscular para as a¢des do farmaco, com diferenca entre os tipos de acao.

Os efeitos do guaco e do salbutamol em modelo experimental de musculo estriado
encontraram semelhanca de ambos no tipo de resposta apresentada (facilitacdo da contragéo

muscular).

A cumarina ndo apresentou correspondéncia a acdo dos extratos no modelo. Além
disto, apresentou interferéncia na acdo do salbutamol (T=20 salbutamol 0,3uM 111,3+2,4
T=30 salbutamol 0,3puM/cumarina 500pg 105,7+2,4 n=5) e ndo produziu modificagdo
significativa no blogueio pelo propranolol, o que pode estar relacionado a mecanismos de
competicdo em relagdo ao salbutamol, ou a modificagdo no estado funcional do receptor com
reducdo da eficacia do agonista sem modificacdo da eficicia do antagonista quando se avalia
0 conjunto de sua interferéncia nas acGes dos dois farmacos. A confirmacdo destas
interferéncias por estudos mais detalhados podem leva-la a classificacdo de agonista neutro de

receptores 3, além de contraindicar seu uso concomitante ao de 3-agonistas.
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O propranolol apresentou acdo bloqueadora da resposta contratil no modelo (T60 com
0,4uM 48+7,2 n=6). Esta resposta bloqueadora foi prolongada pela presenca do extrato
aquoso em baixa concentracdo (T60 com INF1 1mg/Prop 0,4 uM 92,8+7,5 n=5) e acelerada
na presenca do extrato hidroalcodlico (T30 com EHA 5mg/Prop 0,4 uM 00 n=4), o que foi
interpretado como modificagdo da acdo do farmaco pelos extratos e por consequéncia como
interferéncia, ou participagdo em vias adrenérgicas desempenhadas pelos extratos de M.
laevigata em modelo de masculo estriado esquelético; além do questionamento da

conceituacdo do propranolol como farmaco antagonista ndo seletivo de receptores-p.

O propranolol mostrou ainda leve acdo agonista parcial no modelo, que foi melhor
observada na presenca do extrato aquoso nos 20 minutos iniciais dos experimentos (INF1
1mg/Prop 0,4 uM T10 103,6+2,2 e T20 103,2+ 4,6 n=5), corroborando o questionamento da
conceituacao do propranolol e sugerindo mediacdo adrenérgica nos efeitos farmacoldgicos do
extrato. Esta interferéncia do INFI sobre o bloqueio do propranolol, constitui resultado que
ndo encontra explicacdo satisfatéria dentro das possibilidades oferecidas pelo estado atual de

conhecimento sobre farmacos com ag¢do em receptores B-adrenérgicos.

A elevacdo da amplitude da resposta contratil observada com a elevacdo da
concentracdo de potassio nos limites de 8,1 a 10,8mM na solucdo nutritiva pode indicar o
envolvimento da enzima Na+/K+ATPAse, sendo a perda imediata da resposta na presenca do
propranolol provavelmente associada a acdo do farmaco inibidora da atividade da enzima em

musculo estriado.
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CONCLUSAO

Os extratos de M. laevigata apresentaram efeito facilitador (fitocomplexo) a
semelhanga do salbutamol em modelo de musculatura estriada.

O extrato aquoso por infusdo apresentou a melhor resposta farmacoldgica, sugerindo
ser esta a melhor extracdo para a espécie e a participacdo do acido o-cumarico no
efeito farmacoldgico.

O fitoquimico cumarina ndo mostrou correspondéncia para os efeitos dos extratos e
interferiu no efeito do salbutamol, sugerindo mecanismos de competicao.

O propranolol avaliado isoladamente apresentou leve agonismo parcial e também
antagonismo no modelo. Baixas concentracdes do extrato aquoso por infuséo
acentuaram efeito agonista parcial e concentracGes maiores do extrato hidroalcodlico
liofilizado acentuaram efeito antagonista.

Tomados em conjunto estes resultados sugerem a participacdo de vias adrenérgicas
nos efeitos farmacoldgicos dos extratos de M. laevigata em musculatura estriada.

Os solventes PEG e DMSO apresentaram interferéncia nos efeitos farmacoldgicos dos

extratos, sugerindo efeito melhorador para o PEG e efeito toxico para 0o DMSO.
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