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O extrato hidroalcodlico (EH) de [Phyllanthus urinaria] (3 a 10.000 ug/ml)
induziu [contracdo] concentragdo-dependente da traquéia isolada de
cobaia sem epitéliol A [contragdo] induzida pelo EH foi antagonizada pela
indometacina, dependente de [célcio extracelular], sensiveis ao vermelho
de ruténio e aos antagonistas dos receptores NK; e NK; das [taquicininas],
FK888 e SR 48968, respectivamente. Compostos isolados do P. urinaria,
[quercetina), [rutina], e [geranin], também produziram [contragdo] das
preparagbes traqueais. Essa [contragcdo] foi dependente de [célcio
extracelular] mas insensivel ao vermelho de ruténio e ao FK 888 e SR
48968. O EH também induz efeito relaxante sobre a musculatura lisa da
traquéia quando administrado nas concentragdes de (0,1 a 10 mg/ml).
Esse [relaxamento] demonstrou ser mediado por ativagdo de [canais de
potassio] sensiveis a glibenclamida e a carlbdotoxina, e parcialmente
mediado por ativagdo de receptores [B-adrenérgicos] e VIPérgicos. Do P.
urinaria foi isolado trés compostos com atividade relaxante sobre o
musculo liso da traquéia, o [acido galico], [galato de metila] e [galato de
etila]. A resposta relaxante ao [acido galico] demonstrou ser dependente
do epitélio, enquanto aos galatos ndo. O [relaxamento] produzido pelo
[galato de metila] ou [gaiato de etila] em traquaéla de cobaia sem epitélio
foi mediado por ativagéo direta de [canais de potéssio], em especial os
[canais de potassio] de alta condutancia ativados por calcio.'Em concluséo
podemos demosntrar que o extrato hidroalcodlico de P. urinaria pode
induzir [contragdo] seguida de [relaxamento] do musculo liso traqueal, por
mecanismos distintos e complementares, que envolvem varios sistemas
efetores, e que ainda n&o foram isolados ou testados os compostos que
atuam sobre o sistema vaniléide ou taquicinérgicos, mas ha evidéncias
que os gaiatos de metila e etila possam mediar, pelo menos em parte, as
respostas relaxantes induzidas pelo EH. Contudo é possivel que o efeito
final do extrato seja decorrente da mistura de todos os compostos
presentes na planta.

[Phyllanthus  urinaria], [contragdo], [prostandides], [taquicininas],
[vaniléides], [quercetina], [rutina], [geranin], [calcio extracelular],
[relaxamento], [canais de potassio], [B-adrenérgico], [VIP], [acido galico],
[gaiato de metila), [gaiato de etila], [canais de potassio de alta conduténcia
ativados por célcio].
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1- INTRODUGAO

Estudos arqueoldégicos demonstraram que o ancestral mais remoto
do homem era herbivoro, e vivia na copa das arvores que lhe fornecia
alimento e protecdo. O homem primitivo evoluiu, tornou-se predador, mas
manteve sempre uma estreita ligagcdo com a natureza que o rodeava.
Essa interagéo foi registrada pelos primeiros artistas da época na forma
de desenhos nas cavernas, que representavam a aproximagdo entre o
homem e as plantas de seu meio ambiente.

, Nessa época distante, de cerca de 2 milhdes de anos até 12.000
anos a.C., as tribos eram némades e vagavam pelo mundo em busca de
‘alimento e protegéo. A partir de 10.000 anos a.C., algumas tribos se
fixaram em determinados locais onde havia maior abundéncia de alimento
e protegdo. Surgiram entdo as primeiras comunidades razoavelmente
organizadas. Um passo decisivo para essa fixacdo do homem a terra, foi
a domesticagdao de algumas espécies animais comestiveis e o dominio
sobre o cultivo de algumas plantas.

O controle dos recursos naturais determinou o predominio de certas
tribos sobre as outras, e a evolugédo natural selecionou 0os mais aptos em
se adaptar a natureza, e dela extrair os frutos para a sobrevivéncia da
espécie.

Até cerca de 2.000 anos a.C., as plantas desempenhavam dois

papéis fundamentais nas comunidades primitivas: eram complemento

alimentar essencial, e possuiam ainda uma funcao



mistica/religiosa/curativa, que ainda pode ser vista em algumas
comunidades indigenas preservadas.

O primeiro registro do uso de plantas para fins medicinais aparece
na civilizagéo egipcia e data de cerca de 1.600 anos a.C., onde em um
papiro descreve uma relagdo de plantas e sua utilizagdo no tratamento de
varias doencgas. Apesar desse registro histérico, foi a civilizagdo grega
que mais diretamente influenciou o mundo ocidental com as obras de
Hipocrates (460-377 a.C.), considerado o pai da medicina, que utilizou
varias plantas na sua pratica médica, e as descreve na sua "Colegdo
Hipocratica", tratando de todos os aspectos da medicina antiga, em seus
67 volumes. Ha ainda as obras de Aristételes (384-322 a.C.) e Teofrasto
(370-287 a.C.) que descreveram minuciosamente as plantas que
estudaram, determinando suas origens e fungdes.

Teofrasto, que passou a ser conhecido como o pai da botanica, -
chefiou a escola de Atenas, onde havia um jardim com mais de 450
espécies de plantas catalogadas, constituindo assim o primeiro jardim
botanico do qual se tem registro. Nesse posto, Teofrasto desenvolveu
alguns principios, ainda hoje seguidos pelos botanicos de todo o mundo.

Todavia, a figura mais importante para o ocidente na ciéncia das
plantas medicinais e botanica foi Dioscérides (64 d.C.), cirurgido romano,
que pela primeira vez usou o termo herbario para descrever uma
coletdnea de plantas agrupadas, com o objetivo de estuda-las.
Dioscérides acompanhou as legibes romanas nas suas campanhas

vitoriosas por toda Europa e Asia e registrou, ao longo de seu caminho,



todos os métodos e plantas utilizados pelas populagdes conquistadas, e
compilou todas essas informagbes na sua obra de maior impacto
entitulada “De Materia Médica de Dioscérides” descrevendo e ilustrando
aproximadamente 500 plantas medicinais. Este manuscrito foi
laboriosamente copiado durante os dezesseis séculos seguintes, servindo
de base para a grande maioria dos trabalhos sobre botéanica.

Somente a partir do século XVI, apds a invengdo da imprensa na
Europa e a profusdo de plagios do ‘herbarios” original escrito por
Dioscérides, & que sua influéncia diminuiu. Entdo novos trabalhos
passaram a contribuir significativamente no aprimoramento do estudo
boténico, como a obra “De Historia Stirpium Commentarii Insignes” (1542)
por Leonhard Fuchus, que descreveu o género Fuchsia; e a obra “La
Historia de Ias Plantas” de Valerius Cordus, publicada na Prissia em

1561.

Eg. 1: Leonhard Fuchus. Tomado de sua obra de 154_2.

No final do século XVI as plantas comegaram a ser objeto de uma
nova analise e se iniciou um arduo esforgo afim de padronizar e

classificar as espécies vegetais de importancia, com a formagdo de



grandes jardins botanicos na Europa e Estados Unidos, tais como o The

Chelsea Physic Garden em Londres.

Fig. 2: O jardim médico da Sociedade de Boticarios, Londres (The
Chelsea Physic Garden) tal como era em 1750.

Nos séculos seguintes, com a introdugdo do método cientifico, a
contribuicdo da natureza para a melhoria da qualidade de vida da
humanidade passou a ser cada vez maior, a partir da analise criteriosa
dos efeitos terapéuticos e das propriedades das plantas sobre os seres
vivos, e ndo mais apenas pela exploragdo dos recursos naturais como
fontes energéticas ou alimentares.

No Brasil, a grande maioria das descobertas do potencial
terapéutico das plantas se deu com base no conhecimento empirico
transmitido pelas geragdes ao longo dos anos. Além disso, muitas plantas

utilizadas popularmente tiveram sua origem junto aos povos indigenas,



habitantes desse pais, e que delas faziam uso, como a ipecacuanha
(Cephaelis ipecacuanha (Brot. A. Rich.), o jaborandi (Pilocarpus
jaborandi), o guarana (Paullinia cupana H.B.K.), a erva de bugre
(Casearia silvestris Swartz), entre outras. Plantas de origem européia,
trazidas pelos colonizadores, também tiveram rapida difusdo entre o povo
brasileiro, como &€ o caso do funcho (Foeniculum vulgare Mill.), da
camomila (Matricaria chamomilla L.), da melissa (Melissa officinalis L.), e
da malva (Malva sylvestris L.). A utilizagdo de outras plantas nativas das
Américas difundiu-se devido a grande importancia terapéutica a elas
atribuidas pela populagdo, como é o caso do boldo (Peumus boldus Mol.),
a marcela (Acchyroclines satureioides (Lam.) DC., e o quebra pedra
(Phyllanthus niruri L., e Phyllanthus urinaria L.).

Esse conhecimento acumulado pela medicina popular permitiu o
desenvolvimento ao longo dos anos de medicamentos utilizados na clinica -
médica, como os digitalicos, a quinina, a morfina, a atropina, etc.
Contudo, somente a perfeita compreensédo dos fendmenos que envolvem o
cultivo, controle e utilizagdo das plantas medicinais, ou produtos dela
extraidos, nos possibilitardo a utilizagdo plena desses recursos.

Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) revelam que
cerca de 80% da populagdo mundial utiliza, de alguma maneira, formas
medicamentosas derivadas de plantas. Os fitbterépicos de utilizagao
popular, mais frequentemente utilizados, s&o derivados de 25.000
espécies de plantas, sendo que foram catalogadas mais de 365.000

espécies. Desse total, somente cerca de 1.100 espécies ja foram



estudadas como fonte de compostos biolégicamente ativos, e em sua
grande maioria em espeécies européias.

De toda a cobertura vegetal existente no planeta, cerca de 2/3 das
espécies estdo distribuidas nas florestas tropicais, de paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento da Asia, Africa e América do
Sul. Somente o Brasil detém aproximadamente 60.000 espécies
representando um total de 20% de todas as espécies conhecidas da flora
mundial, e supde-se que existam mais de 10.000 espécies ainda néo
catalogadas na floresta amazdnica.

A nossa responsabilidade, portanto, como potenciais fornecedores
de matéria prima para o desenvolvimento da industria de fitoterapicos, é
enorme, e passa necessariamente, por uma mudanga radical nas
diretrizes da exploragédo racional, e no estudo cientifico das espécies com
potenciais terapéuticos para a utilizagéo clinica.

Analisando o mapa a seguir, que retrata a dispersdao da cobertura
vegetal sobre o planeta, vemos o Brasil estrategicamente localizado onde
existe a maior concentragédo de florestas tropicais altamente produtivas, o
que favorece a exploragdo econdmica racional e cientifica desse

potencial.



Fig. 3: Cobertura verde do planeta terra. O satélite NOAA-7 mapeou a
vegetagdo dos continentes, pelo estudo das radiagdes infravermelhas
emitidas de terra. O resultado € um retrato fiel do verde no planeta.

A legislagdo brasileira que trata da normatizagdo e registro das
patentes de produtos farmacéuticos e de origem vegetal foi finalmente
aprovada pelo Senado, ao ser acatado o substitutivo Fernando Bezerra
que inclui a lei numero 9.279, de 14 de maio de 1996, reguladora dos
direitos e obrigagdes relativos a propriedade industrial. Essa lei que foi
cautelosamente aceita nos paises desenvolvidos depois de consolidar as
suas proéprias industrias e de dominar a tecnologia de produgéo, no Brasil
foi aceita sem maiores discussdes e com o minimo de concessdes para o
pais. Para citar alguns exemplos: o Japéo s6 aceitou a lei de patentes de
farmacos em 1976, quando j& era o segundo maior produtor mundial de

medicamentos, negociando ainda o livre acesso de seus produtos nos



paises europeus e Estados Unidos. A Suiga, terceira maior induastria
farmacéutica do mundo, esperou até 1978, bem como a Itélia. A Espanha
negociou a sua entrada na comunidade econdmica européia em troca da
aprovacao da lei em 1986, e ainda conseguiu um prazo até 1992, com o
objetivo de ampliar o seu parque industrial e seu volume de pesquisa
nessa area.

Sem duvida essa nova legislagdo trara beneficios, tais como atrair
para o pais um maior volume de capital estrangeiro a fim de implementar
o parque industrial na area de fitoterapicos e de produtos naturais
bioativos. Porém, a industria de capital nacional estad inexoravelmente
destinada a ficar na obscuridade, e a produgéo cientifica estara cada vez
mais dirigida ao complexo industrial, perdendo o seu carater puramente
académico.

O desenvolvimento do estudo dos recursos naturais, portanto, mais
do que uma necessidade, € uma urgéncia para o pais. Por isso varios
grupos cientificos estdo empenhados em projetos para determinagdo e
caracterizagédo da atividade farmacolégica de produtos bioativos e plantas
medicinais.

Seguindo as diretrizes dessa linha de trabalho, essa dissertagéo de
mestrado procurou avaliar através de métodos farmacolégicos e
bioquimicos os mecanismos de agdo do extrato hidroalcodlico e de alguns
dos principios isolados do Phyllanthus urinaria (Euphorbiaceae).

Historicamente as plantas do género Phyllanthus tém sido utilizadas

no tratamento, pela medicina popular, de varias doengas, em especial
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aquelas relacionadas a problemas hepaticos e renais, e estdo sendo
estudadas pelos cientistas em todo o mundo para se determinar as suas
propriedades farmacolégicas e seus constituintes quimicos.

O género Phyllanthus foi criado em 1737, por Lineu, sendo descrito
pela primeira vez na edigédo inicial do ‘Genera Plantarum” Trata-se do
maior e mais diversificado género da familia Euphorbiaceae, subfamilia
Phyllanthoideae, com aproximadamente 750 espécies distribuidas em
mais de 50 secdes e em pelo menos 10 subgéneros. Sua distribuigdo
geografica mundial € ampla, sendo encontrédo em praticamente todos os
continentes. Ha cerca de 200 espécies distribuidas somente nas
Américas, principalmente no Brasil e Caribe, como descrito por Webster
(1967) e mais recentemente por Unander et al. (1990, 1991, 1992 e
1995). No Brasil varias espécies de Phyllanthus como o P. tenellus, P.
sellowianus P. niruri € P. urinaria, sdo denominados popularmente de
‘quebra-pedra’, 'erva pombinha’, ‘arrebenta-pedras’, filanto” ou ‘sarandi
branco” (Bacchi, 1984, Smith et al. 1988, Simdes et al. 1989). Essas
plantas sdo amplamente empregadas na medicina popular brasileira e de
outros paises com o propdsito de facilitar a remogédo de calculos renais
e/ou biliares como também para o tratamento de cistites, enfermidades
crénicas da bexiga e da prostata, hidropsia, ictericia, disturbios hepaticos
e no combate a hepatite B, diabete e contra infecgées dos intestinos
(Perry e Metzger, 1980; Morton, 1981; Oliver-Bever, 1983; Unander et al.,

1991, 1992; Bacchi, 1984; Simdes et al. 1989).
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Foi demonstrada a atividade do P. niruri sobre a formagdo de
calculos renais, comprovando-se em estudos pré-clinicos que a
administragdo do cha de P. niruri (30 g/L de agua, por um periodo de 42
dias) causou redugdao no tamanho dos calculos de oxalato de calcio,
induzidos experimentalmente na bexiga de ratos Wistar (Santos, 1990).
Nesse estudo clinico, também relatou que, em pacientes portadores de
calculo renal a administragdo do cha do P. niruri produziu um aumento no
nivel de filtragdo glomerular associado ao aumento significativo da
capacidade de eliminagdo do calculos renais.

Outros ensaios comprovaram a sua ag¢édo inibitéria ("in vivo" e "in
vitro") contra o virus da hepatite B (Blumberg et al. 1989; Venkateswaran
et al. 1987; Thyagarajan et al., 1978), sua atividade hepatoprotetora e
antiviral, descritas por Singh et al. (1989), além de agdes antineoplasicas
(Kupchan e al. 1978; Pettit et al. 1983, 1984, 1985, 1990).

Além disso, Higashino et al. (1992) analisaram o efeito de fragdes
de duas plantas administradas por via oral, Momordica charantia e
Phyllanthus urinaria, sobre os niveis de glicose sanguinea e na absorgéo
da glicose em ratos diabéticos, demonstrando que a fragédo n-butanol foi a
mais ativa para o efeito hipoglicemiante em ambas as plantas. Os autores
concluiram que os compostos presentes nessa fragdo (moderadamente
apolares) da M. charantia podem atuar como as sulfoniluréias, enquanto
os presentes no P. urinaria parecem agir como as biguanidas, facilitando

o metabolismo da glicose ou inibindo a sua absorgao.



Fig. 4: Vista geral do Phyllanthus urinaria. (Foto gentiimente cedida
pelas bidlogas Prof*Mirian Ulisséa e Leila da Graga Amaral).

Fig. 5: Vista de um ramo lateral de Phillanthus urinaria com flores
masculinas e um fruto na base (Foto gentiimente cedida pelas bidlogas
Prof*Mirian Ulisséa e Leila da Gragca Amaral).
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Fig. 6: Vista geral do Phyllanthus niruri. (Foto gentilmente cedida pelas
biélogas Prof* Mirian Ulisséa e Leila da Graga Amaral).

Amaral).

Fig. 7: Vista de um ramo lateral de Phillanthus niruri com flores
femininas, frutos no apice e flores masculinas na base. (Fofo
gentilmente cedida pelas bidlogas Prof* Mirian Ulisséa e Leila da Graga

13
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Ji et al. (1993) demonstraram que, em células de hepatoma
humano, a produgdo e liberagdo de antigeno HBé (HBsAg) diminui
marcadamente apés a incubagdo por 48 horas com 2-4 mg/ml de P.
urinaria, especialmente quando administrado com 10 umol/L de Ara-A,
droga antiviral. Suthienkul et al. (1993) analisaram varias espécies
vegetais no modelo de inibigdo da transcriptase reversa retroviral,
demonstrando que o extrato aquoso (a quente) de P. urinaria apresentou
inibicdo de 91%, enquanto o extrato metandlico foi inativo. Confirmando
esta atividade demonstrada para as espécies de Phyllanthus sobre o virus
da hepatite B, Chen (1995) demonstrou também que o Phyllanthus niruri
apresentava esses efeitos, e era potencializada pela administragao
conjunta de ciprofloxacin.

Entre as espécies de Phyllanthus estudadas até o momento, o P.
urinaria aparece, na maioria dos ensaios farmacolégicos comparativos,
como um dos mais potentes. Por exemplo, Meixia et al. (1995) testaram
a eficacia do P. amarus produzido na india, P. niruri coletado na
provincia de Hainan e do P. urinaria da provincia de Henan, na China, no
tratamento de 88 casos de hepatite B cronica. Demonstraram que esses
pacientes, quando tratados com extrato de P. urinaria, obtiveram maior
velocidade de recuperagdo da doenga, que aqueles que receberam as
outras preparagdes de extratos de P. amarus ou P. niruri.

A investigagdo do mecanismo de agdo dos extratos das plantas do
género Phyllanthus, em nossoé laboratérios, teve inicio quando Calixto et

al. (1984) demonstraram pela primeira vez uma potente atividade
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antiespasmédica do P. sellowianus relacionada a presenga de um
alcaléide, posteriormente identificado e denominado de filantimida
(Tempesta et al., 1988). O estudo quimico e farmacolégico de outras
espécies do género Phyllanthus prosseguiu, dentro do grupo, com a
observagédo de um efeito analgésico produzido pelo extrato hidroalcodlico
de P. corcovadensis (Gorski et al., 1993) e posteriormente, de outras
espécies de Phyllanthus, incluindo o P. niruri, P. tenellus, P. sellowianus
e P. urinaria em varios modelos de nocicep¢do em camundongos (Santos
et al.,, 1994, 1995 a, 1995 b), sem no entanto, apresentarem efeito
antiedematogénico nos modelos da formalina, dextrana ou carragenina
(Santos et al., 1995a). Resultados comparativos do efeito
analgésico de algumas espécies de Phyllanthus, demonstraram que o P.
urinaria foi o mais potente, tanto por via oral quanto por via
intraperitoneal nesses ensaios (Santos et al., 1995a). Alguns fitosterdides
isolados do P. corcovadensis também apresentaram potente efeito
antinociceptivo sistémico, quando testados nos mesmos modelos de
nocicepgdo em camundongos, especialmente em relagdo a dor de origem
neurogéncia (Santos et al., 1995b).

O estudo inicial dos mecanismos de acdo desses extratos
demonstrou que a agdo analgésica, produzida pelas plantas do género
Phyllanthus, nao envolvia inibicdo da sintese dos metabdlitos do acido
araquiddénico, ou a participagdo do sistema opidide, e aparentemente
indicavam um possivel envolvimento do sistema taquicinérgico (Santos et

al., 1995c).
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Procurando entender melhor os mecanismos pelos quais o extrato
de Phyllanthus urinaria produzia seus efeitos farmacolégicos, foram
realizados estudos em preparagdes isoladas, onde se observou que
concentragbes crescentes do extrato hidroalcodlico de Phyllanthus
urinaria induziam contragdo na bexiga de cobaia (Dias et al., 1995).
Nesse estudo foi demonstrado que a contragdo induzida pelo extrato
hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria envolvia agdes diretas sobre a
musculatura lisa do trato urinario, produzindo mobilizagdo de calcio
extracelular, ndo relacionada a ativagdo de canais de calcio do tipo L ou
N, sensiveis a voltagem. Esse efeito também ndo estava relacionado a
ativacdo direta de receptores taquicinérgicos do tipo NK; ou NK;, nem
tampouco de receptores vanildides sensiveis a capsaicina (Dias et al.,
1995).

A andlise quimica dos compostos presentes no extrato do P. urinaria
demonstrou a presenga de flavondides como a astragalina, quercetina,
quercitrina, isoquercitrina e rutina (Nara et al. 1977). Enquanto, Yao e
Zuo (1993), também estudando essa planta. isolaram e identificaram o
kaempferol e o daucosterol, além de dois novos compostos fendlicos
denominados de carboxilato de metil brevifolin e o acido dehidrochebulico
trimetil éster. Nesse trabalho ainda foram descritos 8 compostos ja
conhecidos: n-octadecano, beta-sitosterol, édido elagico, quercetina,
acido galico e rutina. Dados da literatura também comprovam a presenga
de acido galico e seus ésteres: galato de metila e galato de etila nos

extratos de Phyllanthus sellowianus (Miguel et al., 1995) e no Phyllanthus
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urinaria (Miguel et al., dados ndo publicados). Satyan et al. (1995)
identificaram triterpenos como acetato de lupeol, B-amirin, e outros
compostos como triacontanol, acido hexacosanéico e acido montandico
etii éster. Mais recentemente também se identificou uma
filanturinolactona (Ueda, 1995).

A figura 8 mostra os compostos ja isolados do Phyllanthus urinaria
descritos na literatura, e a figura 9 apresenta os compostos de
importancia descritos no P. niruri. As demais espécies de Phyllanthus tém
um perfil quimico mais limitado, e apresentam grupos funcionais
predominantes nas descrigdes da literatura, tais como: P. flexuosos, com
predominio de triterpenos e taninos (Tanaka e Matsunaga, 1988; Yoshida
et al., 1992); P. maderaspatensis, com predominio de lipidios (Bhakuni,
1959); P. orbiculatus, com predominio de flavondides (Nara et a.I. 1977);
P. reticulatus, P. acidus e P. watsonii com predominio de triterpenos (Hui
et al., 1976; Matsunaga et al., 1993, respectivamente); P. veuminatus e P.
acuminatus, com predominio de sesquiterpenos (Pettit, 1983, 1984); P.
discoideus, com predominio de alcaldéides (Mensah et al. 1988, Willaman
e Li, 1970, Parello, 1968); P. emblica, com predominio de compostos

fendlicos (Srivastava e Ranjan, 1967).
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n-Octadecano

# Galato de metila

# Galato de etila

# Acido Galico # Geranin

B-sitosterol

# Daucosterol

# Quercetina

# Quercitrina

# Isoquercitrina
# Astragalina

# Rutina

# Kaempferol

# Acido Elagico

# Carboxilato de
metil brevifolin

# Triacontanol

# Acido
Hexacosanoico
# Acido
Montandico etil
éster

# Filanturino-
lactona

# Acido
dehidrochebulico —
trimetil éster # B-Amirin
# Acetato de Lupeol

Fig. 8 - Compostos isolados do P. urinaria descritos na literatura.
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# Acido galico

Nirurina

4-Metoxi-nor-
ecurinina

ent-
orsecurinina

# Corilagim

# Geranin

# Estradiol

# Isopropil-24-
colesterol

# Acido elagico

# Carboxilato de
Etil brevifolin

# Filantina

# Hipofilantina
# Nirantina

# Nirtetralina
# Filtetralina

# Hinocinina

# Isolintetralina

# Quercetina

# Quercitrina

# Isoquercitrina
# Astragalina

# Rutina

# Kaempferol 4’-
glicosideo

# Fisetina-4’-O-
glicosideo

# Eridictiol-7-
ramnopiranosideo

# Hexametil-

# Lupeol

tetracoshexen1-ol

# Acetato de lupeol

# Filéster (Fitalato)

# Acido ricinoléico
(Lipidio)

# Nirusida

Fig. 9 - Compostos isolados do P. niruri descritos na literatura.
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A correlagédo entre os constituintes quimicos presentes nas
amostras de Phyllanthus estudadas e suas agbes farmacoldgicas, ainda
ndo se encontra totalmente esclarecida, mas varios compostos ja foram
isolados e estdo sendo testados com a finalidade de identificar seus
mecanismos de agado. Isso contribuira para a perfeita compreensdao dos
efeitos terapéuticos propostos para essa planta. Na Tabela 1 séao
descritos alguns dos compostos ja identificados nas amostras de P.
urinaria e P. niruri, com as suas respectivas atividades farmacoldgicas
descritas na literatura.

Além desses compostos, foram isolados duas novas lignanas do P.
myrtifolius Moon, filamicina B e retrojusticidina B (Lin et al., 1995), que
apresentaram importante atividade inibidora sobre a transcriptase reversa

do virus HIV do tipo 1 (Chang et al., 1995).



Tabela 1:
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Relagdo de alguns compostos relatados na literatura

presentes no P. urinaria e P. niruri com suas respectivas atividades
farmacolégicas. (* Também descrito no P. niruri, ** enzima conversora
de angiotensina)

ATIVIDADE
ESPECIES COMPOSTOS FARMACOLOGICA REFERENCIA
P. urinaria Acido # Inibidor da aldose Shimizu et al.
elagico* redutase. (1989)
Geranin* # Inibidor da ECA™*™. Ueno et al.
(1988)
Quercetina* # Inibidor da ATPase Lang e Racker
mitocondrial. (1974)
# Inibidor da Beretz et al.
fosfodiesterase. (1978)
# Atividade mutagénica Bjeldanes e
em bactérias. Chang (1977)
# Efeito vasodilatador Duarte et
al.(1993)
# Inibidor da Srivastava
fosforilase quinase e (1985)
da tirosina quinase.
# Inibidor da Lindhal e
fosfolipase A2 Tagesson
(1993)
# Antagonista de Morales e
calcio no musculo liso Lozoya (1993)
aértico
# Inibidor da ON Chiesi et al.
sintase (1994)

P. niruri  Acido A # Inibidor da Ogata et al.
Repandusi- transcriptase reversa (1992)
nico (Sal do virus HIV-1
monossoédico)

Filantina # Atividade Syamasundar
Hipofilantina hepatoprotetora et al. (1985)
Nirtetralina # Antagonistas de Hussain et al.
endotelinas (19995)
Nirusida # Antagonista de Hussain et al.
endotelinas (1995)
# inibidor da Qian-Cutrone
transcriptase reversa et al. (1996)

do HIV
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Para uma melhor compreensdo do estudo da atividade
farmacolégica do extrato hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria,
procurando explicar os efeitos terapéuticos a ele atribuidos na medicina
popular e descritos na literatura, resumimos abaixo os resultados obtidos
até o momento nos testes farmacolégicos das amostras de P. urinaria em

nossos laboratérios (figura10).
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ESTUDO FARMACOLOGICO DO P. urinaria

Phyllanihus urinaria

Testes
Bioquimicos

Testes
Farmacoldgicos

|

Quimicos

Testes

Figura 10 Smtése dos resultados farmacologvcos obtldos

para amostras de extrato hidroalcoolico de P. urinaria

Ensaios “in vivo” I Ensaios “in vitro” I
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sl ; BK |
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80% inibigdo mg/Kg 69% inibigdo Emax 2,2 g RESULTADOS
80% inibigao * Depende de
: RESULTADOS j§|calcio extracel
o 2F Dlsp 0,71 v o: ‘| * Depende de * Sensivel a
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569 )mg/ g 91% inibigao 68‘;/ )mé; ég resposta a EE §j| estaurospo-
6% inibigao (B ke * Nao envolve §| rina e forbél
canaisL ouN éster
\./ . *N&do envolve
i bl rec. vaniléide
# Edema da X om_g ,b9 4 # Hot-Plate * Ndo envolve Sob Tonus
Formalina 4% inibicdo ativagao Contraido
2F Dls 20,0 # Tail-Flick direta da PKC
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_____ RESULTADOS
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‘| TEA e ao KCI

alto




24

A analise inicial do mecanismo de agdo apresentado pelo EH do P.
urinaria aponta para varios sitios possiveis, e parecem .envolver a
interacdo com diversos sistemas farmacolégicos distintos. Poucas
preparagdes “in vitro” séo tdo ricamente inervadas como as do trato
respiratério. Ele recebe inervagdo do sistema simpatico, parassimpatico e
sensorial (Richardson, 1979). As fibras de inervagdo estdo associadas &
musculatura lisa vascular e ndo vascular, as glandulas seromucosas e
sob a cobertura epitelial. Comparativamente, hd um suprimento maior de
nervos na parte superior, como no ducto nasal e traquéia, e menor nos
brénquios mediais, distais, e periferia do pulmao (Uddman e Sundler,
1987). Estudos anatomo-morfolégicos dessas fibras indicaram que os
corpos neuronais estdo localizados principalmente no ganglio simpatico
cervical, no _complexo jugular/ganglio nodoso, nos ganglios da raiz
espinhal} dorsal, em ganglios pequenos que podem ser encontrados ao
longo do nervo vago e ganglios na parede traqueal (Lundberg et al. 1983,
Daisgaard e Lundberg, 1984).

Barnes et al. (1991) classificaram a resposta neuralmente mediada,
reéistente a antagonistas colinérgicos e adrenérgicos, em mamiferos,
como resposta nao-adrenérgica nao-colinérgica (NANC), que pode
produzir eventos excitatérios ou inibitérios. Os eventos NANC
excitatérios, nas vias aéreas, sdo conhecidos por induzir contragdo da
musculatura lisa, secregdo de muco e extravasamento plasmatico. Essas
respostas foram sensiveis ao bloqueio por antagonistas de receptores

para substdncia P e neurocinina A, demonstrando o envolvimento
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taquicinérgico nessa resposta (Maggi et al., 1991a, d; Renzetti et al.,
1992).

Os eventos NANC inibitérios sdo menos conhecidos e parecem
envolver a liberagdo de peptidio intestinal vasoativo e 6xido nitrico
(Belvisi et al., 1891, 1992). Entretanto a natureza precisa -dos
mecanismos envolvidos no relaxamento muscular das vias aéreas ainda é
alvo de estudos.

A traquéia de cobaia, em particular, é ricamente inervada por fibras
colinérgicas e por fibras contendo varios peptidios, como neuropeptideo
Y (NPY), peptidio intestinal vasoativo (VIP), peptidio histidina-
isoleucinamida (PHI), substancia P (SP), neurocinina A (NKA), peptidio
‘relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e galanina (Uddman e
Sundier, 1987). Além disso, estudos imunohistoquimicos e farmacoldgicos
revelaram a presen¢a de 6xido nitrico ou substancia relacionada a ele
nas vias aéreas de varias espécies incluindo a cobaia (Li e Raud, 1990;
Tucker et al., 1990; Belvisi et al., 1991; Schiemper e Calixto, 1994).

O sistema de produgédo de prostanéides também desempenha papel
fﬁndamental na contratilidade e controle da responssividade das via§
aéreas, seja na manutengdo do tonus intrinseco da traquéia de cobaia
(Charette et al.,, 1995), ou por modular a liberagcdo de peptidios de
neurénios sensoriais (Mapp et al., 1991).

A grande diversidade de sistemas neurotransmissores apresentados

pela traquéia de cobaia, foi o fator decisivo na opg¢éo por esse tecido,
para a analise do poééivel mecanismo de agido do EH de Phy/lanthus

urinaria e de alguns compostos, isolados desta planta.
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1- Analisar os mecanismos envolvidos nas ag¢des contrateis e
relaxantes do extrato hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria na traquéia
isolada de cobaia através do emprego de agonistas e antagonistas

seletivos de diversos neurotransmissores e de canais iénicos.

2- Analisar, através de testes farmacoldgicos “in vitro“, os diversos
principios isolados desta espécie, com vistas a identificar o(s) compostos
responsaveis pelos efeitos contrateis e relaxantes do extrato

hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria na traquéia de cobaia.

3- Analisar, com o emprego de agonistas e antagonistas seletivos
de varios receptores e de canais ibnicos, além de testes bioquimicos,
alguns mecanismos envolvidos nas respostas contrateis e relaxantes para

os compostos isolados de P. urinaria na traquéia isolada de cobaia.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1-) PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

O material botanico usado em todos os experimentos foi coletado no
Campus da Universidade Federal de Santa Catarina/Florianépolis - SC e
classificado pela Dr* Leila da Graga Amaral e pela bidloga Mirian
Ulyssea, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). As amostras utilizada na classificagdo botanica foram
coletadas no dia 23 de margo de 1992 (Cechinel Filho), no Campus da
UFSC - Trindade, e estdao arquivadas no Departamento de Boténica da
UFSC, sob o niamero FLOR 23163. |

As folhas, caules e raizes de P. urinaria foram cortadas, trituradas,
e colocadas em uma solugéo (50%) de etanol-agua na proporgéo de 1:3
(p/v) para a maceragdao em uma sala com a temperatura controlada em 21
+ 3 °C, por um periodo de 15 dias. Apbés esse periodo, o etanol foi
evaporado e o extrato foi concentrado até a concentragédo desejada e foi
mantido sob refrigeragdo a -4°C. No momento do uso, o extrato foi diluidof
em agua até as concentragdes requeridas pelo experimento.

Os constituintes quimicos das amostras de P. urinaria foram
identificados e isolados para os ensaios farmacolégicos no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, seguindo este
procedimento: o extrato etandlico obtido das folhas, caules e raizes do P.
urinaria foi sucessivamente particionado com hexano, cloroférmio e

acetato de etila, as fragbes obtidas com hexano e cloroférmio foram
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cromatografadas em silica gel (70 g) e eluidas com uma mistura hexano-
acetato de etila (100 : 0, 70 : 30, 0 : 100), 100 ml cada. Da cromatografia
foi isolado o pB-sitosterol. A fragdo solivel em acetato de etila, foi
cromatografada em silica gel (70 g) em coluna e eluida com uma mistura
cloroférmio-metanol (100 : 0, 95:5,90: 10, 85: 15, 80 : 20, 70 : 30, 50 :
50 e 0 : 100), 100 ml cada. Este processo produziu o acido gélico, gaiato
de metila e gaiato de etila. Outras fragdes foram cromatografadas em
Sephadex LH 20 (3 g) eluidas com 15 ml de agua, seguido de uma
mistura de metanol-agua (70 : 30) 100 ml e produziram rutina, quercetina

e geranin.

3.2-) PREPARACAO DO TECIDO

Cobaias de ambos os sexos (250-400 g) foram anestesiadas com
éter e sacrificadas por deslocamento cervical. A traquéia foi rapidamente
retirada e, apés remogao dos tecidos conectivos, foi cortada em seis
segmentos transversos de cerca de 4 mm de tamanho. Cada segmento
continha entre trés a quatro anéis de cartilagem, como descrito
anteriormente por Schiemper e Calixto (1994, 1995). Os anéis foram
abertos e usualmente seis preparagdes foram retiradas do mesmo animal.
Nas preparagdes em que o epitélio traqueal foi mantido integro, tomou-se
o cuidado de preservar a parte interna das preparagdes afim de néao lesar
a camada epitelial, enquanto que nos experimentos em que o epitélio foi
deliberadamente retirado, as paredes das preparagdes que continham o

epitélio foram gentilmente raspadas com o auxilio de um aplicador de
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madeira provido de algodao inserido em sua extremidade, procurando néao
lesar a camada muscular.

Todas as preparagdes foram montadas em cuba de vidro para 6rgéo
isolado contendo 5 ml de solugédo de Krebs-Henseleit .mantida a 37°C e
borbulhada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,. A solugdo de
Krebs-Henseleit apresentou a seguinte composigdo (mM):. NaCl 118,0;
KCl 4,4; MgSO4 1,1; CaCl; 2,5; NaHCO; 25,0; KH.PO, 1,2; Glicose 11,0.
(0) procedrimento técnico experimental esta representado nas figuras 12 e

13.

P* : com epitélio. EP™ : sem epitélio
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Figura 12: Representagdo esquematica da montagem das preparagées
de traquéia isolada de cobaia, para o registro das respostas ao EH do
P. urinaria ou de seus compostos.
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3.3-) PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1-) Efeito Contratil induzido pelo EH de Phyllanthus urinaria

Apdés o periodo de equilibrio de pelo menos uma hora, as
preparagbes com ou sem epitélio foram expostas ao extrato hidroalcoélico
de P. urinaria (1 a 10.000 pg/ml) que foi adicionado ao banho pelo
método cumulativo (Van Rossum 1963). Duas a cinco curvas
concentragao-resposta cumulativas completas foram obtidas para o
extrato em cada preparagdo, com intervalos de pelo menos uma hora

entre cada curva.

Para investigar o possivel mecanismo de ag¢do envolvido na
resposta contratil induzida pelo EH do P. urinaria (1 - 10.000 pug/ml) na
traquéia isolada de cobaia, apés obter pelo menos uma curva
concentraga@o-resposta cumulativa completa para o EH, as preparagdes
foram incubadas com uma das seguintes drogas, 15 a 30 minutos antes -
do experimento: atropina (1 uM), mepiramina (3 uM), tetrodotoxina
(bloqueador de canal rapido de sédio neuronal, 0,1 uM), indometacina
(inibidor da ciclooxigenase, 3 uM), L 655.240 (antagonista seletivo do
receptor de tromboxano A, 1 uM), MK 571 (antagonista seletivo de
receptores para leucotriénos Ds e E4, 1 uM), capsazepina (antagonista
seletivo de receptor vaniléide, 1 uM), FK 888 (antagonista seletivo para
receptores NK,;), SR 48968 (antagonista seletivo de receptores NK3),
v;rmelho de ruténio (bloqueador do canal iénico acoplado ao receptor
vaniléide, 0,1, 1 ou 3 uM), nicardipina (antagonista de canal de célcio do

tipo L ativado por voltagem, 1 uM), e-conotoxina GIVA (bloqueador de
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canal de calcio neuronal do tipo N, 0,1 uM), estaurosporina (inibidor da
proteina quinase C, 0,1 uM) ou WEB 2086 (antagonista seletivo de
receptores de PAF, 1 uM). Somente um antagonista foi testado em cada
preparagéao.

Em outra série de experimentos foi analisada a influéncia da
dessensibilizagdo prolongada das preparagdes com capsaicina (10 uM
por 30 minutos) sobre a resposta contratil induzida pelo extrato de P.
urinaria. Além disso, foram realizados experimentos para investigar a
influéncia do calcio extracelular na resposta ao EH de P. urinaria. Com
esse objetivo, apdés obtencdo de pelo menos uma curva concentragdo-
resposta contratil para o extrato em meio normal, as preparagdes foram
transferidas para uma solugao de Krebs-Henseleit sem calcio, contendo 1
mM de EGTA, por 20 minutos, durante o qual a solugao foi reﬁovada a
cada 5 minutos. Ap6s este periodo as preparagdes foram recolocadas em
uma solugcdo sem calcio e sem EGTA, para se obtér uma nova curva
concentragao-resposta cumulativa contratil para o extrato de P. urinaria.

Para analisar a influéncia dos veiculos usados para diluir os
agonistas ou antagonistas, foram realizadas curvas concentragéo-
resposta controle para os agonistas na presenga do veiculo utilizado no
experimento. Em nenhum experimento foi observado ailteragdo do tonus

normal da preparagao.
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3.3.2-) Efeito Contratil Induzido pelos Compostos isolados do EH do

Phyllanthus urinaria

Com o objetivo de analisar os mecanismos envolvidos nas respostas
induzidas pelos compostos isolados do P. urinaria: quercetina, rutina,
geranin, pB-sitosterol, foram realizadas curvas concentragido-resposta
contrateis cumulativas para cada um dos compostos, na auséncia ou na
presenca de agonistas e antagonistas para receptores ou canais idnicos.

Apdés o periodo de equilibrio de pelo menos uma hora, as
preparagdes com ou sem epitélio foram expostas a um dos compostos
isolados do extrato hidroalcodlico de P. urinaria: quercetina (10 nM a 30
uM), rutina (100 nM a 100 uM), geranin (100 uM' a 300 uM), B-sitosterol (1
puM a 300 uM), que foram adicionadas ao banho pelo rﬁétodo cumulativo
(Van Rossum 1963). Duas a cinco curvas concentragdo-resposta
_ cumulativas completas foram obtidas para os compostos em cada
preparagdo, com intervalos de repouso de pelo menos uma hora entre
cada curva.

ApOs obtengdo de pelo menos uma curva concentragao-resposta
cumulativa para cada composto, as preparagbes foram incubadas com
uma das seguintes drogas, 15 a 30 minutos antes do experimento:
capsazepina (antagonista seletivo de receptor vaniléide, 1 uM), FK 888
(antagonista seletivo para receptores NK;), SR 48968 (antagonista
seletivo de receptores NK;), vermelho de ruténio (bloqueador do canal
ibnico acoplado ao receptor vanildéide, 0,1, 1 ou 3 pM), nicardipina

(antagonista de canal de calcio do tipo L ativado por voltagem, 1 uM), o-
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modo cumulativo (0,1 &8 10 mg/ml), sendo que cada concentragido era
administrada apds a observagdo do efeito maximo relaxante produzido
pela concentragao anterior.

Apds o periodo de pelo menos uma hora, foram realizados
experimentos onde as preparagdes eram previamente incubadas com.uma
das seguintes drogas 15 a 30 minutos antes de serem submetidas as
curvas concentragdo-respostas cumulativa ao EH do P. wurinaria:
tetraetilaménio (TEA, bloqueador de canal de potassio nao seletivo 100
ou 300 uM), apamina (bloqueador seletivo de canal de potassio de baixa
condutancia ativado por calcio, 0,1 ou 1 uM), glibenclamida (bloqueador
seletivo de canais de potassio modulados por ATP, 1 ou 3 uM),
~propranolol (antagonista de receptores B-adrenérgicos, 1 ou 3 uM), [D-p-
CI-Phe® Leu'’] VIP (antagonista de receptor de VIP, 0,1 ou 0,3 uM), CGRP
(8-37) (antagonista de receptor de CGRP, 0,1 uM), azul de metileno
(inibidor da guanilato ciclase soluvel, 10 uM), L-NOARG (inibidor
competitivo da éxido nitrico sintase, 100 uM).

Em outra série de experimentos foi investigado o efeito do EH do P.,
urinaria em produzir relaxamento em preparagdes pré-contraidas com
diferentes concentragdes de KCl (20, 40 ou 80 mM).

Para analisar a influéncia dos veiculos usados para diluir os
agonistas ou antagonistas, sob o tonus normal das preparagdes, foram
realizadas curvas concentragdo-resposta controle para cada veiculo
utilizado no experimento, e nenhum deles alterou significativamente o

tonus normal da preparagédo, ou induziu relaxamento por si so.
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conotoxina GIVA (bloqueador de canal de calcio neuronal do tipo N, 0,1
uM), e cloreto de niquel (bloqueador nédo seletivo de canais de caicio, 1
mM). Somente um Unico antagonista foi testado em cada preparagéo.
Além disso, foi investigado ainda a influéncia do calicio extracelular
na resposta contratil causada por esses compostos. Com esse objetivo,
ap6s obtengdo de pelo menos uma curva concentragdo-resposta contratil
completa para cada composto em meio normal, as preparagdes foram
transferidas para uma solugdo de Krebs-Henseleit sem calcio, contendo 1
mM de EGTA, por 20 minutos, durante o qual, a solugdo nutritiva foi |
renovada a cada 5 minutos. Apds este periodo, uma solugdo sem calcio e
sem EGTA foi recolocada sobre as preparagbes e nova curva
~concentragdo-resposta cumulativa contratil foi obtida para os compostos.
Para analisar a influéncia dos veiculos utilizados para diluir os
agonistas ou antagonistas, foram realizadas curvas concentragéo-
resposta na presenga de cada veiculo utilizado no experimento e nenhum

deles alterou o tonus ou a resposta aos agonistas.

3.3.3-) Efeito Relaxante Induzido pelo EH de Phyllanthus urinaria

Para investigar o possivel mecanismo responsavel pelo efeito
relaxante induzido pelo EH do P. urinaria (nas concentragdes de 0,1 a 10
mg/ml) na traquéia isolada de cobaia, as preparagdes sem epitélio foram
contraidas pela adigdo de carbacol (0,1 - 0,3 uM). Apds estabilizada a
resposta contratil ao carbacol (formagdo do platd), as preparagbes

controle recebiam concentragées crescentes de EH de P. urinaria de
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3.3.4-) Efeito Relaxante_ Induzido pelos Comgoétos Isolados __do

Phyllanthus urinaria

Trés compostos isolados do P. urinaria apresentaram atividade
relaxante sobre as preparagbes de traquéia isolada de cobaia: acido
galico, gaiato de metila e gaiato de etila.

Com o objetivo de analisar o mecanismo responsavel pela agao
relaxante induzida pelos compostos isolados do P. urinaria, foram
realizadas curvas concentragdo-resposta contrateis cumulativas para
cada um dos compostos, na auséncia e na presenga de ago'nistas ou de
antagonistas de receptores e canais idnicos.

Apés o periodo de "ﬂequilibrio de pelo menos uma hora, as
preparagées com ou sem epitélio foram expostas a um dos compostos
isolados do extrato hidroalcodlico de P. urinaria: acido galico (0,1 pM a
0,1 mM), galato de metila (0,1 nM a 30 uM), gaiato de etila (0,1 uM a 30
uM), que foram adicionadas ao banho pelo método cumulativo (Van
Rossum 1963). Duas a cinco curvas concentragdo-resposta cumulativas
completas foram obtidas para os compostos em cada preparagdo, com
intervalos de repouso de pelo menos uma hora entre cada curva.

Para analisar a influéncia do epitélio da traquéia na resposta
relaxante induzida pelos compostos, apés o periodo de equilibrio de pelo
menos 60 minutos, as preparagées com ou sem epitélio foram contraidas
pela adigdo de histamina (1 - 3 uM). Ap6s estabilizagdo da resposta

contratil a histamina (formagdo do platé), as preparagbes controle
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receberam concentragdes crescentes de acido galico (0,1 uM a 0,1 mM),
gaiato de metila (0,1 uM a 30 uM) e galato de etila (0,1 uM a 30 uM), de
modo cumulativo, sendo que cada concentragéo era administrada apés a

observagdo do efeito maximo relaxante produzido pela concentragao

anterior.

Em outra série de experimentos, apés obtengdo do periodo de
equilibrio, as preparagdes sem epitélio foram contraidas pela adigao de
histamina (1 - 3 uM) como descrito anteriormente, e ap6s estabilizada a
contracdo maxima, as preparagdes foram expostas ao gaiato de metila e
ou gaiato de etila (0,1 uM - 30 uM); que foram adicionados ao banho pelo
método cumulativo descrito por Van Rossum (1963). Duas a cinco curva.s
~concentragdo-resposta cumulativas foram obtidas para o galato de metila
ou gaiato de etila em cada preparagéo, a intervalos de 60 min.

Para investigar o possivel mecanismo responsavel pela resposta
relaxante induzida pelo galato de metila e o galato de etila na traquéia
isolada de cobaia, as preparagdes sem epitélio foram contraidas pela
adicdo de histamina (1 ou 3 uM), previamente incubadas por 15 a 30
minutos com uma das seguintes drogas: tetraetilamdnio (TEA, bloqueador
nio-seletivo de canais de potassio, 100 ou 300 uM), apamina (inibidor de
canais de potassio de baixa condutancia ativados por calcio (SKca), 0,1
uM), caribdotoxina (inibidor seletivo de canais de potassio de alta
condutancia ativados por calcio (BKca), 0,1 uM), glibenclamida (inibidor
de canais de potassio modulados por ATP, 1 ou 3 uM), azul de metileno

(inibidor da guanilato ciclase soltvel, 10 ou 30 uM), SQ 22536 (inibidor
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da adenilato ciclase, 3 ou 10 uM). Além disso, foi também analisada a
acao do gaiato de metila e do gaiato de etila em induzir relaxamento de
preparagdes contraidas previamenfe com diferentes concentragdes de
cloreto de potassio (20, 40 e 80 mM).

3.3.5-) Determinacéo dos Niveis de AMPc e GMPc na Traquéia de Cobaia

Investigamos a possibilidade do gaiato de metila e do gaiato de
etila estarem produzindo relaxamento através do aumento dos niveis
intracelulares de AMPc ou GMPc. Foi determinada a concentragdo dos
nucleotidios ciclicos nas amostras de tecido apdés a exposigdo a uma
concentragdo de gaiato de metila ou gaiato de etila capaz de produzir o
relaxamento maximo das preparagbes. Essas medidas foram obtidas com
o uso de ‘kits" de dosagem por radioimunoensaio (Amersham
International pic, Littie Chalfont, Buckinghamshire - Inglaterra).

Para a determinagao dos niveis de AMPc, o ensaio foi baseado na
competicdo entre o AMPc nao ligado e uma quantidade conhecida de um
composto radio marcado com [*H], pela ligagdo com uma proteina de alta
afinidade e especificidade para o AMPc, ou por um antisoro para o GMPc.
A quantidade do complexo proteina-AMPc ou antisoro-GMPc formada é
inversamente proporcional a quantidade néo-ligada do nucleotidio
presente na amostra biolégica. A medida da radioatividade emitida pelo
complexo efetivamente formado possibilita estimar as concentragdes de

AMPc ou de GMPc livres presentes na amostra bioldgica. A sensibilidade
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do método foi de 0,05 pmoles para o AMPc e de 0,04 pmoles para o
GMPc. |

As preparagbes foram submetidas ao mesmo protocolo
experimental de montagem, sendo expostas a uma concentragdo Unica
(10 uM) dos galatos. Apdés a obtencdo do relaxamento maximo, as
preparagbes foram rapidamente retiradas do banho e colocadas em um
meio de extracdo contendo acido tricloroacético (10%). Em seguida as
amostras foram trituradas para expor o conteudo dos nucleotidios ciclicos
do interior das células, que foram extraidos com uma sequéncia de
lavagens com solugdo de dietiléter. As amostras foram entéo
concentradas e utilizadas nos ensaios para a determinagao dos niveis de
AMPc e GMPc, ou congelﬂédas em freezer (-70°C) para quantificagédo
posterior. Nos experimentos para a determinagdo dos niveis basais
dos nucleotidios ciclicos, as preparagdes receberam apenas o veiculo de
diluigdo dos galatos. Para efeito de comparagédo, foram dosados os niveis
de AMPc e GMPc, ap6s a incubagédo nas preparagdes de forskolin (10 pM)
ou do nitroprussiato de sédio (10 uM). Todos os ensaios foram realizados

em triplicata, e foram expressos como a média £+ EPM.

3.4-) DROGAS E REAGENTES

As drogas usadas foram obtidas das seguintes fontes:
estaurosporina, vermelho de ruténio, cloreto de nicardipina,
tetrodotoxina, w-conotoxina GIVA, indometacina, atropina, mepiramina,

salina tamponada com fosfato, cloreto de tetraetilamdnio, apamina,
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glibenclamida, bitartarato de noradrenalina, cloreto de propranolol, azul
de metileno, L-N-g-nitroarginina (L-NOARG), cromacalina, SQ 22536,
histamina diidrocloreto, peptidio intestinal vasoativo (VIP) de porco, [D-p-
CI-Phe®,Leu'’] VIP de porco, peptidio relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP humana, CGRP (8-37) humana, cloreto de carbamilcolina
(carbacol), EGTA (etileno glicol (B-amino etil éter] N,N,N’,N’'-tetraacético
4cido) (todos da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), [B-ala®’] NKA
(4-10) (Peninsula Laboratories, Califéornia, USA), forskolin (RBl Research
Biochemicals International, Natick, MA, EUA), FK 888 ({94R)-4-hidroxi-1-
([1-metil-1H-indol-3-ilJcarbonil)-L-N-benzil-Nmetil-3-2-(2-naftil)-L-
alaninamide}) (Fujisawa Pharmaceutical Co., Osaka, Japdo), SR 48968
({(S)-N-metil-N-[4-acetilamino-4-fenilpiperidino-2-(3,4-
diclorofenil)butillbenzamida}) (Sanofi Recherche, Montpellier, Franga),
WEB 2086 ({(3-[4-)2-clorofenil-9-metil-6H-tienol[3,2-f][1,2,4]triazolo-[4-3-
a)(1,4]-diazepin-2-il)-1-(4-morfolinil-1-propanona}) (Boehringer -
Ingelheim, Ingelheim - Alemanha),

L 655.240 ({3-[1-(4-clorobenzil)-5-fluoro-3-metilindol-2il1]2,2-
dimetilpropanoico acido}) (cedido gentilmente pelo Dr. P. D’Orleans-
Juste, Departmento de Farmacologia, Universidade de Sherbrooke,
Canada), MK 571 (3-(3-(2-(7-cloro-2-quinolinil)etenil)fenil((3-
dimetilamino-3-oxo-propil)tio)metil) propanoico acido) (Merck Frost,
Quebec, Canada), capsaicina (Calbiochem, San Diego, Cali.férnia, EUA),
capsazepina (Sandoz Institute for Medicai Research, Londres, Inglaterra),

dimetilsuiféxido (VETEQ BR, RJ, Brasil). Além disso foram utilizadas as
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solugbes do “kit” de radioimunoensaio da Amersham‘: tampéo tris/EDTA,
[8-*H]adenosina 3’,5'-fosfato ciclico (180 pmol, contendo aprox. 185 kBq,
5uCi), adenosina 3’,5-fosfato ciclico padrdo (1.600 pmol), carvéo
adsorvente, proteina de ligagdo purificada de musculo bovino, antisoro
especifico para GMPc, [8-°H]guanosina 3',5'-fosfato ciclico (80 pmol,
contendo aproximadamente 59 kBq, 1,6 uCi), guanosina 3’,5'-fosfato
ciclico padrao (400 pmol), sulfato de amoénia.

As solugbes estoques das drogas (1 a 100 mM) foram preparadas e
mantidas sob refrigeragdo a -20°C. As concentragdes de etanol ou
dimetilsuiféxido usados ndo excederam a 0,03%, que demonstraram nao
ter efeito “per se” sobfe tonus basal das preparagbes ou na reatividade

induzida pelos agonistas.

3.5-) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sédo apresentados como a média + erro padrdo da
média, exceto as CEsp (concentragdao que produz 50% do efeito maximo
em experimentos individuais) e as Ciso (concentragdo do inibidor que
produziu 50% de inibicdo da resposta em relagdo aos grupos controle),
que sdo apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus
respectivos limites de confianga de 95% (Fleming et al., 1972).

A analise estatistica dos resultados foi réalizada através do teste
t de Student para amostras relacionadas ou néo, ou através de analise
de variéncia seguido pelo teste de Dunnett, quando apropriado. P<0,05

ou menos foi considerado como indicativo de significancia.
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Os valores de pA. foram calculados como o logaritmo negativo da
concentragao molar do antagonista que causou deslocamento de 2 vezes
a direita da curva concentragdo-resposta ao agonista, ao nivel da CEs,

(Aruniakshana e Schild, 1959).

4 - RESULTADOS

4.1-) Efeito Contratil Induzido pelo EH de Phyllanthus urinaria:

A figura 13 demonstra que o EH de P. urinaria (1 - 3.000 ug/ml)
causou contragdo dependente da concentragdo empregada nas
preparagdes de traquéia isolada de cobaia sem epitélio. Além disso,
concentragbes iguais ou maiores que 3.000 npg/ml determinaram
relaxamento. A CEso média (com limite de confianga de 95%) pafa a
resposta contratil foi 284,4 (216,4 - 373,9) ug/ml e a contragdo maxima
desenvolvida em resposta a concentragdo de 3.000 ug/ml foi 580 + 35 mg
de tensao.

A resposta contratil para o EH na traquéia isolada de cobaia sem
epitélio foi bem reproduzivel, sem evidéncia de taquifilaxia, e reversivel
quando os experimentos foram realizados com pelo menos uma hora de
intervalo entre cada curva. Por outro lado, em preparagées com o epitélio
traqueal preservado, o EH de P. urinaria nas mesmas concentragbes
causou contragdo menor, com o efeito maximo obtido de cerca de 65%
daquele observado nas preparagdes cujo epitélio havia sido retirado

(Figura 13).
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Figura 13: Curvas concentragdao-resposta obtidas para o extrato
hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria na traquéia isolada de cobaia
com (O) ou sem (®) epitélio. Cada ponto representa a média de 4-5
experimentos e as linhas verticais indicam os erros padrdao das
meédias.

Quando as preparagdes sem epitélio foram expostas a tetrodotoxina
¢0,1 uM), a resposta contratil causada pelo EH foi apenas parcialmente
afetada (Figura 14 A). Os resultados da Figura 14 B demonstram que a
indometacina (3 pM) antagonizou totaimente a contragdo induzida pelo
extrato. Todavia, o antagonista seletivo do receptor de leucotriéno D4 e
E:. MK 571 (1 uM) afetou apenas parcialmente a contragédo causada pelo

EH de P. urinaria, enquanto que a atropina (2 uM), mepiramina (1 uM) e o
antagonista seletivo do receptor da tromboxano Az, L 655.240 (1 uM), néo
afetaram de maneira significativa a contragdo causada pelo EH de P.

urinaria (Figura 14 C e 14 D e resultados ndo demonstrados). A

incubagdo das preparagbes com o antagonista seletivo do receptor de
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PAF, WEB 2086 (1 uM) e com o inibidor da proteina quinase C,
estaurosporina (0,1 uM), causou pequena inibigdo na resposta inicial ao
EH de P. urinaria, sem no entanto afetar o efeito maximo contratil

produzido pelo EH (Figura 14 E e 14 F).
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Figura 14: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o extrato
hidroalcoélico de Phyllanthus urinaria na traquéia isolada de cobaia
na auséncia (®) ou na presenga (O) de: tetrodotoxina (0,1 uM) (A);
indometacina (3 pM) (B); MK 571 (1 uM) (C); L 655,240 (1 uM) (D); WEB
2086 (1 pM) (E); ou estaurosporina (0,1 uM) (F). Cada ponto
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os erros
padrdao das médias.
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As contragdes causadas pelo EH de P. urinaria na traquéia isolada
de cobaia sem epitélio foram quase que abolidas quando as preparagées
foram transferidas para solugdo de Krebs-Henseleit sem célcio contendo
EGTA (Figura 15 A). Este efeito foi completamente revertido quando as
preparagdes foram transferidas para a solugdo de Krebs-Henseleit normal
(resultados nao apresentados). O bloqueador de canal de calcio do tipo L
sensivel a voltagem, nicardipina (1 uM), causou apenas inibigdo parcial
enquanto que o bloqueador de canais de calcio tipo N, - conotoxina (0,1

uM) nao interferiu com a contragdo causada pelo EH (Figura 15B e 15 C).

A -]
800 « 600 +

)
E ,
o 4004 4004
<
O
<
=
T 2001 2004
o
o

0- 0 - v v .

6.0 50 40 30 20 60 50 40 30 20

P. urinaria (—Loglg/mi)) P. urinaria (~Loglg/mil}
(o]
600 -

)
E
o 400 4
<
T
<
&
£ 2001
O
o

o. L A d v v L J

6.0 5.0 40 3.0 2.0

P. urinaria {~Loglg/mil)

Figura 15: Curvas concentragdao-resposta obtidas para o extrato
hidroalcoélico de Phyllanthus urinaria na traquéia isolada de cobaia,
resposta controle (®), ou resposta obtida em: solugdo sem calcio (O)
(A); ou na presenga de nicardipina (O, 1 uM) (B); ou e-conotoxina (O,
0,1 uM) (C). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as
linhas verticais os erros padrao das médias.
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A adicdo de capsaicina (10 uM) nas prepafagées por 30 min
determinou completa dessensibilizagdo as agdes da capsaicina (Figura 16
B). A dessensibilizagdo das prepara¢gdes produziu deslocamento para a
direita da curva concentragido-resposta ao EH de P. urinaria, em cerca de
5 vezes (Figura 16 A). Contudo a incubagdo das preparagbes com
capsazepina (1 uM, um antagonista competitivo dos receptores vanildides
para a capsaicina), ndo afetou a resposta contratil induzida pelo EH de P.
urinaria (Figura 16 C), mas deslocou de maneira competitiva a direita a
curva concentragdo resposta a capsaicina como esperado (Figura 16 D).
A incubac¢édo das preparagdes com vermelho de ruténio (0,1 - 3 uM), droga
que é descrita como bloqueadora do canal idnico acoplado ao receptor
‘vaniléide da capsaicina, causou inibigdo de modo n&o-competitivo e
concentragdo-dependente da resposta contratil induzida pelo EH de P.
urinaria e pela capsaicina, com Cls, médias de 1,20 (1,00 - 1,43) uM e
1,23 (0,98 - 1,78) uM, repectivamente (Figura 16 E e F). Nas
concentragcbes em que o vermelho de ruténio produziu inibigdo
significativa sobre a resposta contratil produzida pelo EH ou pela
capsaicina, a droga ndo afetou a resposta contratil causada pelo

carbacol, histamina ou prostaglandina E;.
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Figura 16: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o extrato
hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria (A, C e E) ou capsaicina (B, D
e F) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, resposta controle ( ),
ou apés dessensibilizagdo com capsaicina (O) (A) e (B); ou na
presen¢ca de capsazepina (O, 1 uM) (C) e (D); ou vermelho de ruténio
(O, 0,1; m, 1; ou O, 3 uM) (E) e (F). Cada ponto representa a média de
4-5 experimentos e as linhas verticais os erros padrdo das médias.
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A incubagdo das preparagbées com os antagonistas seletivos de
receptores das taquicininas, NK; (FK 888, 1 uM) ou NK. (SR 48968, 1
uM), causou deslocamento paralelo para a direita da curva concentragéo-
resposta contratil induzida pela substancia P (0,1 nM - 10 uM) e pela [B-
ala®JNKA(4-10) (1 pM - 0,1 pM), respectivamente, com um antagonismo do
tipo aparentemente competitivo (Figura 17 A e 17 B), fornecendo valor
médio de pA; 6,2 + 0,3 e 9,1 + 0,2, respectivamente. O FK 888 (1 uM) e o
SR 48968 (1 uM), também causaram uma inibigdo significante da resposta
maxima induzida pelo EH de P. urinaria com percentuais de inibigcdo de
57,8 + 4,8 e 78,0 + 8,0, respectivamente (Figura 17 C e 17 D). A
combinagcdo de ambos os antagonistas NK; e NK; (1 uM cada),

praticamente aboliu a resposta contratil induzida pelo EH (Figura 17 E).
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Figura 17: Curvas concentragdo-resposta obtidas para a substancia P
(A), ou extrato hidroalcoélico (EH) de Phyllanthus urinaria (C) na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia (®) ou na
presengca (O) de FK 888 (1 uM); B-[Ala’]NKA(4-10) (B), ou EH de
Phyllanthus urinaria (D) na auséncia (®) ou na presenga (O) de SR
48968 (1 pM); ou para o EH de Phyllanthus urinaria (E) na auséncia
( ) ou na presenga (O) da combinagdo de FK 888 e SR 48968 (1 uM
cada). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as
linhas verticais os erros padrdao das médias.
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4-2) Efeito Contratil Induzido pelos Compostos Isolados do EH de

Phyllanthus urinaria:

4.2.1-) QUERCETINA:

A Quercetina produziu resposta contratil reversivel e sustentada da
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, apresentando uma CEs, média de
0,62 (0,43 - 0,71)uM, e Emax de 1.240 + 40 mg de tensdo. A figura 18
demonstra que a resposta contratil induzida pela quercetina na traquéia
isolada de cobaia, € dependente do calcio extracelular (Figura 18 A e B),
e dependente da ativagdo de canais de cations sensiveis ao cloreto de
niquel (Figura 18 C). A resposta contratil induzida pela quercetina, é
parcialmente modulados por canais de calcio do tipo L sensiveis a
nicardipina (Figura 18 D), mas ndo por aqueles do tipo N, bloqueados
pela w-conotoxina (Figura 18 E).

A resposta contratil induzida pela quercetina néao foi afetada pelo
antagonista do receptor vanildéide, capsazepina (1 uM), ou pelo
bloqueador de canal de cation acoplado a esse receptor, vermelho de
ruténio (3 pM), (Figura 19 A e B, respectivamente). Essa resposta também

nao foi afetada significativamente pelos antagonistas de receptores
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taquicinérgicos NK;, FK 888 (1 uM), ou NK;, SR 48968 (1 uM) (Figura 20

A e B).
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Figura 18: Curvas concentragdo-resposta obtidas para a quecetina na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, resposta controle (®), ou
resposta obtida em: solugdo sem calcio (O) (A), solugdo sem calcio
mais EGTA (O) (B) ou na presenga de cloreto de niquel (O, 1 mM)
(C), nicardipina (O, 3 uM) (D); ou eo-conotoxina (O, 0,1 uM) (E). Cada
ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os

erros padrao das médias.
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Figura 19: Curvas concentragdao-resposta obtidas para a quercetina
na traquéia isolada de cobaia sem epitéiio, na auséncia (®), ou na
presenga (O) de (A) capsazepina (1 uM), ou vermelho de ruténio (3
uM). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas
verticais os erros padrdao das médias.
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Figura 20: Curvas concentragdo-resposta obtidas para a quercetina
na traquéia isolada de cobaia sem epitéiio, na auséncia (®), ou na
presenca (O) de (A) FK 888 (1 uM), ou SR 48968 (1 uM). Cada ponto
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os erros
padrdao das médias.
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4.2.2-) RUTINA:

A rutina produziu resposta contratil sustentada e rever/ésivel da
traquéia iAsolada de cobaia sem epitélio, apresentando uma CEs, média de
63,10 (55,00 - 70,03)uM, e Emax de 910 + 37 mg de tensdao. Os
resultados da figura 21 demonstram que a resposta contratil induzida pela
rutina, na traquéia isolada de cobaia, como aquela produzida pela
quercetina, € dependente do calcio extracelular (Figura 21 A e B), e
sensivel ao bloqueador de canal de canal de cations, cloreto de niquel
(Figura 21 C). A resposta contratil induzida pela rutina depende
parcialmente da ativagdo de canais de calcio do tipo L sensiveis a
nicardipina (Figura 21 D), mas é insensivel ao bloqueio dos canais de
calcio do tipo N, bloqueados pela o-conotoxina (Figura 21 E).

A contragdo induzida pela rutina nao foi afetada pelo antagonista do
receptor da capsaicina, capsazepina (1 uM), ou pelo bloqueador de canal
de cation acoplado ao receptor vaniléide, vermelho de ruténio (3 uM),
(Figura 22 A e B, respectivamente). Essa resposta também nao foi
afetada pelqs antagonistas de receptores das taquicininas, NK;, FK 888

(1 uM), ou NKz, SR 48968 (1 uM), como mostra a figura 23 A e B.
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Figura 21: Curvas concentragido-resposta obtidas para a rutina na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, resposta controle (®), ou
resposta obtida em: solugdo sem calcio (O) (A), solugdo sem calcio
mais EGTA (O) (B) ou na presenga de cloreto de niquel (O, 1 mM)
(C), nicardipina (O, 3 uM) (D); ou eo-conotoxina (O, 0,1 uM) (E). Cada
ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os
erros padrdao das médias.
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Figura 22: Curvas concentragdao-resposta obtidas para a rutina na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia (®), ou na
presenga (O) de (A) capsazepina (1 uM), ou vermeiho de ruténio (3
uM). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas
verticais os erros padrdo das médias.
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Figura 23: Curvas concentragdo-resposta obtidas para a rutina na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia (®), ou na
presenca (O) de (A) FK 888 (1 uM), ou SR 48968 (1 uM). Cada ponto
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os erros
padrdao das médias.
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4.2.3-) GERANIN:

I I
co CO

aSada
HOOHOHO

O geranin produziu contragdo sustentada e reverssivel da traquéia
isolada de cobaia sem epitélio, apresentando uma CE,{O média de 25,20
(18,05 - 30,10) uM, e Emax de 1.090 + 30 mg de tens&o. A figura 24
mostra que a contragdo produzida pelo geranin, na traquéia isolada de
cobaia, é dependente do calcio extracelular e sensivel ao cloreto de
niquel, bloqueador inespecifico de canais de cations (Figura 24 A, B e C).
Entretanto essa contragdo ndo foi afetada significativamente pelos
bioqueadores de canais de calcio do tipo L ativados por voltagem e
sensiveis as dihidropiridinas (Figura 24 D), nem tampouco por
antagonistas do tipo N, sensiveis & o-conotoxina (Figura 24 E).

Esse efeito contratil, induzido pelo geranin, também néo foi afetado
pelo antagonista competitivo do receptor vaniléide da capsaicina, a
capsazepina (1 uM), ou pelo bloqueador de canal de cation acoplado a

esse receptor, o vermelho de ruténio (3 uM), (Figura 25 A e B,
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respectivamente). A contragdo da traquéia de cobaia provocada pelo
geranin, como nos ensaios para a quercetina e a rutina, ndo foi afetada
pelos antagonistas de receptores das taquicininas, NK;, FK 888 (1 uM),

ou NK;, SR 48968 (1 uM) (Figura 26 A e B).
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Figura 24: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o geranin na
traquéia isolada de cobaia sem epitélio, resposta controle (®), ou
resposta obtida em: solugdo sem calcio (O) (A), solugdo sem calcio
mais EGTA (O) (B) ou na presenga de cloreto de niquel (O, 1 mM)
(C), nicardipina (O, 3 uM) (D); ou e-conotoxina (O, 0,1 uM) (E). Cada
ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os
erros padrdao das médias.
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Figura 25: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o geranin na
traquéia isolada de cobaia sem epitéiio, na auséncia (®), ou na
presenga (O) de (A) capsazepina (1 uM), ou vermelho de ruténio (3
uM). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas
verticais os erros padrdao das médias.
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Figura 26: Curvas concentragio-resposta obtidas para o geranin na
traquéia isolada de cobaia sem epitéiio, na auséncia (@), ou na
presenga (O) de (A) FK 888 (1 uM), ou (B) SR 48968 (1 uM). Cada
ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os
erros padrdao das médias.
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4.3-) Efeito Relaxante Induzido pelo EH de Phyllanthus urinaria:

A adigdo de concentragdes cumulativas do EH de P. urinaria (0.1 -
10 mg/ml) nas preparagbes de traquéia isolada de cobaia com ou sem
epitélio, pré-contraidas com carbacol, causou relaxamento concentragio
dependente. As CEso médias (com limites de confianga de 95%) e os
relaxamentos maximos (Rmax.) para esses efeitos foram: 2,00 (1,47 - 2,78)
e 1,94 (1,41 - 2,67) mg/ml e 627 £ 12 mg e 717 £ 16 mg, respectivamente
(Figura 27 A). Contudo, o EH de P. urinaria causou relaxamento
significativamente maior nas preparagées cujo epitélio havia sido |
removido (Figura 27 A). Esse efeito relaxante induzido pelo EH foi bem
reproduzivel e reversivel quando os experimentos foram realizados com
pelo menos uma hora de intervalo entre as curvas.

Os resultados da figura 27 B demonstraram que o relaxamento
causado‘peIoAEH de P. urinaria foi signific':é'ti\)améhté antagonizado nas
preparagbes contraidas pelo KCI (20 e 40 mM). Na concentragdo de 80
mM de KCI| o relaxamento ao EH foi completamente inibido. Da mesma
forma, a adigdo de cromacalina ao banho (10 nM - 10 uM), ativador de
canais de potassio modulados por ATP nas preparagdes sem epitélio e
contraidas previamente com carbacol (0,1 uM), causou relaxamento
dependente da coricentrar;éo, com CEso média de 3,57 (2,75 - 4,64) uM e
um efeito maximo de 627 + 17 mg (Figura 27 C). Como descrito na
literatura, o efeito da cromacalina foi mais potente quando os
experimentos foram realizados em preparagdes com o epitélio integro

(Figura 27 C). Do mesmo modo que o EH de P. urinaria, o relaxamento
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causado peia cromacalina foi totalmente inibido por altas concentragées

de KCI (80 mM) no meio (Figura 27 D).

A

2000 + 1500 -
=
£ 1500+
g 1000-
g 1000 4
< 500
< 5001
w
(-4

o-. v . . 2 - 0
01 03 10 30 100 o1 03 10 3.0 100
P. wrinaria (mg/ml) P. wrinsria (mg/mi)
c b . urinaria (mg/

800 - 800 -
-
£ ¢00-
(o]
=
m -
W 400
«
»
< 200 1
u
[ 4

0 -
8.0 7.0 6.0 5.0
8.0 7.0 6.0 5.0
Cromakalim {-Log M) Cromakalim (~Log M}

Figura 27: Curvas concentragao-resposta obtidas para o extrato
hidroalcodélico de Phyllanthus urinaria (A e B) ou cromacalina (C e D)
na traquéia isolada de cobaia com (O) ou sem (®) epitélio (A e C), ou
em meio normal (®) ou em presencga de concentragdes crescentes de
KCl no meio (mM): 20 (O), 40 (m), 80 (O) (B e D). Cada ponto
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais os erros
padrdao das médias.

Os relaxamentos induzidos pelo EH e pelo cromacalina na traquéia
isolada de cobaia sem epitélio foram antagonizados de maneira reversivel
e dependente da concentragdo pelo tetraetilaménio (TEA, 100 ou 300 uM,

bloqueador nio seletivo de canais de potassio) e pela glibenclamida (0,1

ou 3 uM, bloqueador de canais de potassio modulados por ATP) (Figura
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28 A e 28 B). Entretanto, a apamina (0,1 ou 0,3 uM, bloqueador de canais
de potassio de baixa condutancia ativado pelo calcio), nado afetou
significativamente o efeito relaxante induzido pelo EH de P. urinaria
(Figura 28 C), bem como a da cromacalima (resultado ndo demonstrado).
E importante notar, que nem a L-NOARG (100 uM, inibidor da 6xido
nitrico sintase), nem o azul de metileno (10 uM, inibidor da guanilato
ciclase soluvel), foram capazes de interferir com o relaxamento produzido
pelo EH de P. urinaria (Figura 28 D e 28 E).

A incubacédo prévia das preparagbes de traquéia isolada de cobaia
com propranolol (1 uM), ou com o antagonista seletivo de receptores de
VIP, (D-p-Cl-Phe® Leu’’)VIP (0,1 pM), produziu deslocamento paralelo a
direita de aproximadamente 2 vezes na resposta relaxante induzida pelo
extrato de P. urinaria (Figura 29 A e 29 B). Entretanto, o aumento das
concentragdes de propranolol para 3 pM n&o resultou em aumento
adicional no deslocamento parrva a,dir-evita cau.s.ado pelo EH (figura 29 A).
Por outro lado, o antagonista seletivo de receptores do CGRP, CGRP(8-
37) (0,1 uM) néo afetou significativamente a resposta relaxante do extrato

(Figura 29 C).
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Figura 28: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o extrato
hidroalcodlico de Phyllanthus urinaria na traquéia isolada de cobaia
sem epitélio, na auséncia (®) ou na presenga de: (A) tetraetilamonio
(O 100 uM) ou (= 300 uM), (B) glibenclamida (O 0,1 uM) ou (® 3 uM),
(C) apamina (O 0,1 uM) ou (®m 0,3 uM), (D) L-NOARG (O 100 uM) ou
(E) azul de metileno (O 10 uM). Cada ponto representa a média de 4-5
experimentos e as linhas verticais os erros padrdo das médias.
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Figura 29: Curvas concentragdo-resposta obtidas para o extrato
hidroalcoédlico de Phyllanthus urinaria na traquéia isolada de cobaia,
na auséncia (®) ou na presencga de: (A) propranolol (O 1 uM) ou ( 3
uM), (B) [D-p-CI-Phe®,Leu'’]VIP (O 0,1 uM), ou (C) CGRP (8-37) (O 0,1
pM). Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e as linhas
verticais os erros padrdao das médias.
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4-4) Efeito Relaxante Induzido pelos Compostos Isolados do EH de

Phyllanthus urinaria:

4.4.1-) ACIDO GALICO:

HO OH
OH

A adigéo de concentragbes cumulativas crescentes de acido galico
(0,1 uM - 1 mM) nas preparagdes de traquéia de cobaia com epitélio
causou relaxamento concentragdao dependente. A remogdo do epitélio das
preparagdes produziu redugdo de aproximadamente 60% da resposta
relaxante induzida pelo acido galico. A CEso média (com um limite de
confianga de 95%) foi 50,0 (37,2 - 55,0) uM, e 0 Rmax. de 422 + 34 mg

produzido em preparagdes com o epitélio integro (Figura 30).
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Figura 30: Curva concentragdo-resposta cumulativa relaxante para o
acido galico na traquéia isolada de cobaia com (O) ou sem (@)
epitélio. Valores representam a média + EPM de 4 a 5 experimentos.
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4.4.2-) GALATO DE METILA:

—0~—CH;

HO OH
OH

A adigédo de concentragdes cumulativas crescentes de gaiato de
metila (10 nM - 30 uM) nas preparagdes de traquéia de cobaia com ou
sem epitélio, causou relaxamento concentragdo dependente. A remogéo
do epitélio das preparagdes ndo produziu redugdo da resposta relaxante
induzido pelo gaiato de metila. A CEso média (com limites de confian¢a de
95%) foi 1,8 (1,2 - 2,2) uM, e 0 Rnmax. de 500 + 25 mg produzido em

preparagdes sem o epitélio integro (Figura 31).
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Figura 31: Curva concentragdo-resposta cumulativa relaxante para o
gaiato de metila na traquéia isolada de cobaia com (O) ou sem ( )
epitélio. Valores representam a média + EPM de 4 a § experimentos.
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Os resultados da figura 32 indicam que o efeito relaxante causado
pelo galato de metila fol parcialmente afetado pelo aumento da
concentragdao de KCIi no meio de incubagdo das preparagbes (20 e 40
mM), e foi totalmente bloqueada na presenga de altas concentragdes de
KC1 (80 mM) (Figura 32 A). Semelhante ao observado para o EH de P.
urinaria, a incubagdo das preparagbes com tetraetilamdénio (100 uM)
produziu inibigao significativa de 47 + 4 % da resposta relaxante induzida
pelo galato de metila (Figura 32 B). A incubag¢do das preparagdes com
glibenclamida (3 uM) causou deslocamento para a direita da curva
concentragao-resposta reiaxante ao EH de P. urinaria em cerca de 2
vezes (Figura 32 C). Quando as preparagdes foram incubadas com
caribdotoxina (100 nM), o relaxamento produzido pelo gélato de metila foi
marcadamente reduzido, (55 + 7 %) (Figura 32 D). Ao contrario, a
. apamina (100 nM) nao afetou significativamente a resposta relaxante

causada pelo gaiato de metila (Figura 32 E).
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Figura 32: Curva concentragdo-resposta cumulativa relaxante para o
gaiato de metila na traquéia isolada de cobaia sem epitélio (A) em
meio normal (®) ou em presencga de concentragdes crescentes de KCI
no meio (mM): 20 (O), 40 (m), 80 (O), na auséncia (®) ou na presencga
de: (B) tetraetilamnio (O 100 uM) ou (H 300 pM), (C) glibenclamida (O
0,1 uM) ou (m 3 uM), (D) caribdotoxina, ou (E) apamina (O 0,1 uM).
Valores representam a média + EPM de 4 a § experimentos.
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A incubagao das preparagées com azul de metileno (10 ou 30 uM)
ou com o SQ 22536 (3 ou 10 uM) influenciou apenas parcialmente a

resposta relaxante produzida pelo gaiato de metila (Figura 33 A e B).

A B
600 600 -
=
E
O 400 - 400 4
-
<
w
-
§ 200 4 200
and
w
[ 4
° o‘ [, v v v .
80 70 60 SO 80 70 60 650
GALATO DE METHLA {-Log M) GALATO DE METILA (~Log M)

Figura 33: Curva concentragdo-resposta cumulativa relaxante para o
gaiato de metila na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na
auséncia (®) ou na presenga de: (A) azul de metileno (O 10 uM) ou (
30 uM), (B) SQ 22536 (O 3 uM) ou (= 10 uM). Valores representam a
média + EPM de 4 a 5 experimentos. -
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4.4.3-) GALATO DE ETILA:

2
—0-CH,CH;

HO OH
H

A adigdo de concentragdes cumulativas crescentes de galato de
etila (10 nM - 30 uM), como observado para o g‘alato de metila, nas
preparagées de traquéia de cobaia com ou sem epitélio, causou
relaxamento concentracao dependente. A remogdo do epitélio das
preparagbes produzlu pequeno aumento na resposta relaxante induzido
pelo galato de etila. A CEso média (com um limlte de confianga de 95%)
foi 0,7 (0,6 - 0,8) uM, eo relaxamento ’méxim_q de 666 + 12 mg produzido

em preparagbes sem o epitélio (Figura 34).
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Figura 34: Curva concentragdo-resposta cumulativa relaxante para o
galato de etila na traquéia isolada de cobaia com (O) ou sem (@)
epitélio. Valores representam a média + EPM de 4 a § experimentos.
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Os resultados da figura 35 indicam que o efeito relaxante causado
pelo galato de etila, de modo similar aquele produzido para o galato de
metila, foi parcialmente afetado pelo aumento das concentragdes de KCI
no meio de incubagao das preparagdes (20 e 40 mM), sendo totalmente
inibida na presencga de altas concentragdes de KCI| (80 mM) (Figura 35 A).
Semelhante ao observado para o EH de P. urinaria e para o galato de
metila, a incubagdo das preparagdes com tetraetilaménio (100 uM)
produziu inibigao significativa de 47 + 6 % da resposta relaxante induzida
pelo galato de etila (Figura 35 B). A incubagdo das preparagées com
glibenclamida (3 uM) também causou inibicdo de modo aparentemente
competitivo, deslocando a direita a curva concentragcao-resposta
relaxante ao gaiato de etila em cerca de 3 vezes (Figuré 35 C). Quando
as preparagées foram incubadas com caribdotoxina (100 nM) foi
_observado redugdo importante de resposta relaxante produzida pelo
gaiato de etila, (62 + 5 %) (Figura 35 D). Entretanto, a apamina (100 nM)
ndo afetou significativamente a resposta relaxante causada pelo gaiato

de metila (Figura 35 E).
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Figura 35: Curva concentragido-resposta cumulativa relaxante para o
gaiato de etila na traquéia isolada de cobaia (A) em meio normal (®)
ou em presencga de concentragdes crescentes de KCl no meio (mM):"

20 (O), 40 (m), 80 (O0), na auséncia

(®) ou na presenga de: (B)

tetraetilaménio (O 100 puM) ou (m 300 uM), (C) glibenclamida (O 0,1
uM) ou (m 3 uM), (D) caribdotoxina, ou (E) apamina (O 0,1 uM).
Valores representam a média + EPM de 4 a 5 experimentos.
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A incubagédo das preparagdées com azul de metileno (10 ou 30 uM)
ou com o0 SQ 22536 (3 ou 10 uM) nao influenciou de maneira significativa

a resposta relaxante produzida pelo galato de etila (Figura 36 A e B).
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Figura 36: Curva concentragdo-resposta cumulatlva relaxante para o
galato de etila na traquéia isolada de cobaia, na auséncia (®) ou na
presenga de: (A) azul de metileno (O 10 uM) ou (B 30 uM), (B) SQ
22536 (O 3 uM) ou (m 10 uM). Valores representam a média + EPM de
4 a 5§ experimentos.
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4.5) Efeito do galato de metila e do galato de etila sobre os niveis de

AMPc e GMPc:

Resultados preliminares demonstram que a incubagao das
preparagdes com gaiato de metila ou com gaiato de etila em
concentragbes que induzem relaxamento maximo das preparagdes de
traquéia isolada de cobaia, ndo afetou de maneira significativa os niveis
de AMPc ou GMPc, confirmando os dados da analise farmacolégica,
observados nas figuras 33 e 36. No entanto, a adigéo de forskolin (10 uM)
ao banho, composto wusado como controle positivo, aumentou
significativamente os niveis de AMPc em relagdao aos niveis basais
determinados em preparag¢des tratadas com veiculo. Da mesma forma, a
adigdo de nitroprussiato de sédio (10 uM) produziu aum_ento siginificativo
dos niveis de GMPc em relagédo ao grupo controle tratados apenas com o

veiculo utilizado para diluir a droga.
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5 - DISCUSSAO

5.1-) Contracdo Induzida pelo EH do Phyllanthus urinaria:

O tecido muscular liso representa cerca de 10% da massa corporal
em mamiferos e possui estruturas funcionais de resposta aos estimulos
que podem variar significativamente para cada 6rgdo. Pode ser
didaticamente dividido em: musculo liso multiunitario, constituido por
fibras musculares isoladas, como os musculos ciliares do olho, os
piloeretores e musculos dos vasos de maior calibre; e musculos liso
visceral, organizado em feixes de fibras, como o musculo da parede do
intestino, dos canais biliares, dos uretéres, utero e traquéia (Guyton,
1988).

O controle da reatividade e da contractilidade das células
musculares lisas, é um processo que envolve um .grande namero de
efetores e sinalizadores intracelulares, que podem ser direta ou
indiretamente afetados por varias moléculas, ou pelos gradientes idnicos
do meio intra e extracelular, o que pode diferenciar as respostas de um
tecido para o outro.

O processo contratil representa, para a célula muscular lisa, o
resultado final de uma complicada rede intracelular de eventos que
incluem, entre outros a formagdo de complexos com o ion célcio, ativagéo
de proteinas e fosforilagdo de sitios especificos nas moléculas do

citoesqueleto e do mecanismo que regulam a contragéo (Figura 38).



75

REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO CONTROLE DA
CONTRATILIDADE NO MUSCULO LISO
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ura 38: Representacdo esquematica dos possiveis sitios modulatérios do

cesso contratii e alguns pontos de intervengdo na cadeia de sinalizagao
racelular.
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Como regra geral, toda contragdo envolve gasto de energia para a
célula, e portanto necessidade de hidrélise de ATP. O processo, na sua
grande maioria, € modulado pela abertura de canais de calcio, que
permitem controlar os niveis citoplasmaticos desse ion. O caélcio
intracelular é indispensdvel para a formag¢dao do complexo ativo da
quinase de cadeia leve da miosina (MCLK), que tem a fung¢do de catalisar
a fosforilagdo de um sitio particular, um residuo de serina localizado na
posicdo 19 da molécula protéica, em um dos dois tipos de cadeia leve da
miosina (MLC) (Sweeney et al., 1994). A fosforilagdo da MLC altera a sua
estrutura conformacional, expondo o sitio catalitico e tornando-a muito
mais reativa e capaz de estimular a atividade hidrolitica da ATPase
actina-miosina, que passa a fornecer energia para que' os filamentos de
actina deslizem sobre os filamentos de miosina gerando, com isso, o
movimento de contragdo (Figura 38).

A atividade fosforilativa das quinases também pode ser modulada
pelas proteinas fosfatases, que promovem a defosforilagdo dos sitios de
serina da MLC e, com isso, antagonizam a resposta contratil promovida
por essa proteina (Alessi et al., 1992). A maquinaria contratil funciona de
acordo com as concentragbes de calcio citoplasmatico, que &
inversamente proporcional a atividade das fosfatases, ou seja, o aumento
da concentragdo intracelular de calcio inibe a atividade das proteinas
fosfatases e favorece a contragcdo. A medida que o gradiente de calcio

volta ao normal inicia-se o processo defosforilativo (itoh et al., 1993).
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Também é interessante notar que as proteinas fosfatases presentes
em varios sistemas musculares podem ser moduladas por outros agentes,
como, por exemplo, a proteina quinase C (PKC), o acido araquiddnico
(AA), e proteinas G (PG), acopladas ou ndo a receptores. A maquinaria
intracelular que sinaliza a contragdo é, portanto, mais complexa do que
se imaginava incialmente, e muitos sdo os pontos de intervengao nessa
cadeia para a modulagao da atividade contratil.

Das vias possiveis de modulagao desse processo podemos
distinguir dois caminhos distintos, porém complementares entre si,
denominados de acoplamento farmacomecéanico e acoplamento
eletromecéanico (Somiyo e Somiyo, 1994). O processo de controle contratil
baseado no acoplamento farmacomecanico é operado por mdultiplos
mecanismos de sinalizagéo intracelular e envolve a ativagao direta de
receptores de membrana acoplados a proteina G que podem estimular
enzimas especificas, como a fosfolipase C, que induz a quebra de
fosfoinositideos da membrana gerando dois segundos mensageiros ativos
que sao o diacilgiicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3). O DAG e o IP;
promovem a ativagdo da PKC e ativagdo de receptores no reticulo
sarcoplasmatico, respectivamente, resultando em aumento da
concentragéo intracelular de calcio. Esse aumento de calcio intracelular
modula a sensibilidade das proteinas contrateis e controla a atividade

armazenadora do reticulo sarcoplasmatico (Somiyo et al. 1988; Somiyo e

Somiyo, 1990). Essa parece ser a via de agdo de vaérios
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neurotransmissores no trato respiratério, como por exemplo, a
acetilcolina, substancia P, NKA e histamina, entre outros.

O segundo mecanismo, denominado acoplamento eletromecanico, é
operado por mudangas no potencial de membrana que afetam diretamente
as concentragdo do calcio citoplasmatico, por estimulagdo de canais
ibnicos dependentes de voltagem. Na célula muscular lisa o potencial de
membrana é negativo, variando entre -40 e -70 mV (dependendo do tipo
de tecido). Mudangas nesse potencial para valores mais positivos
determinam estimulagdo de canais de calcio operados por voltagem,
promovendo o rapido influxo desse ion para o meio intracelular,
desencadeando assim 0 processo contratil (Somiyo e Himpens, 1989;
| Prosser, 1992).

O calcio que entra na célula é rapidamente tamponado por proteinas
com afinidade por esse ion, e por isso, pequenos estimulos que incidam
sobre a célula ndo induzem grandes alteragdes estruturais da fibra.
Todavia, quando o influxo de calcio supera a capacidade tamponante
dessas proteinas de ligagdo do calcio, inicia-se todo o processo contratil.

A membrana da célula muscular lisa possui uma série de canais
idbnicos regulados por voltagem ou operados por receptores. Nesse sitio
também podem atuar alguns neurotransmissores como as neurocininas,
que além de apresentarem uma resposta farmacomecanica envolvendo
proteina G, produzem também estimulagdo elétrica por ativagdo dos
canais de calcio dependentes de voltagem. A capsaicina, também parece

atuar por essa via, ativando receptores especificos chamados de
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vaniléides, supostamente através de um acoplamento eletromecéanico com
canal de cation nao-seletivo permeavel ao sédio e-principalr‘n‘ente ao
calcio, para promover a liberagao de neuropeptidios das fibras sensorlais.

Os resulitados apresentados no presente estudo demonstram que o
EH do P. urinaria contém principios ativos capazes de contrair de maneira
concentragdo-dependente a traquéia isolada de cobaia, um efeito que foi
apenas parcialmente dependente da liberagdo de neurotransmissores
através de mecanismos neuronais. Contudo‘, a contragado causada pelo EH
de P. urinaria ndo envolve estimulagdo de receptores muscarinicos ou
histaminérgicos, evidenciados pelo fato de que a contragdo produzida
pelo EH nao foi afetada pela atropina ou mepiramina. Além disso, esse
efeito parece nao estar relacionado a mecanismos que resultem na
ativagdo da proteina quinase C (PKC), tendo em vista que a
estauroporina, um inibidor da PKC (Hidaka e Kobayashi, 1992), néao
afetou a resposta contratil produzida pelo EH de P. urinaria na traquéia
de cobaia.

A incubagdo das preparagbes com indometacina inibiu
completamente a contragdo causada pelo extrato do P. urinaria, sugerindo
que a sua resposta contratil é indiretamente mediada pela liberagao de
metabdlitos derivados da via do acido araquiddnico. Contudo, esse
metabdlito parece ser distinto do tromboxano Az, uma vez que O
antagonista seletivo de receptores de tromboxano Az, o L 655,244 (Hall et
al., 1987; Girard et al., 1989) nédo foi capaz de afetar a contragao

provocada pelo EH. Do mesmo modo, o leucotriéno D4/E4 € o PAF né&o
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parecem estar envolvidos na resposta contratil induzida pelo EH do P.
urinaria, tendo em vista que o MK 571, um antagonista seletivo de
leucotriéno D4 e E4 (Jones et al., 1989) e o antagonista de PAF WEB 2086
(Casals-Stenzel et al., 1987; Brambilia et al., 1987) também nao afetaram
significativamente a contragdo induzida pelo EH do P. urinaria.

De fato, a sintese e a liberagcdo continua de prostandides, e a
interacdo destes com os receptores especificos (ver Ushikubi et al., 1995
para revisao) determinam, em grande parte, o desenvolvimento do tonus
intrinseco caracteristico da traquéia isolada de cobaia (Buntling et al.,
- 1976; Brink et al., 1981; Burka et al.,, 1981). Porém, os mecanismos
celulares que controlam essa liberagdo, bem como a modulagéo da
contratilidade da traquéia ainda permanecem obscuros (Hay et al., 1988,
Braunstein et al., 1988).

A indometacina, antiinflamatéorio nao esteroidal, inibe a enzima
ciclo-oxigenase (COX) que é responsavel pela sintese de prostaglandinas
em uma variedade de tecidos. Resultados recentes demostraram que a
indometacina é capaz de inibir ndo seletivamente tanto a enzima
constitutiva (COX1) como a enzima induzida e presente em processos
inflamatérios (COX2) (Meade et al., 1993, Mitchell et al.,, 1994, O’Neill et
al., 1994). Recentemente, Charette et al., (1995) demonstraram que a
produgéo de prostandides responsaveis pelo tonus intrinseco na traquéia
isolada de cobaia “in vitro” se deve principalmente a atividade da COX2.
A precisa origem celular dessa enzima nédo foi ainda elucidada, mas a

anélise de tecidos da cartilagem e da musculatura lisa indicou a presenga
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de COX2 em ambas as células. De fato, a presenga dessa enzima ja
havia sido descrita em outras células como fibroblastos, macréfagos,
células epiteliais e na prépria camada muscular lisa (Battistini et al.,
1994, Pitchard et al., 1994, Vane et al., 1994).

A natureza do estimulo para a expressdo da COX2 ndo esta ainda
bem explicada, mas o trauma da remog¢do e dissecag¢ido do tecido pode
induzir o aumento da expressdo dessa enzima. Outros fatores, como o
sangue, a presenga das citocinas interleucina 1 e o fator de necrose
tumoral, além de certos fatores de crescimento ja foram descritos como
ativadores da expressdo da COX2 (Battistini et al. 1994). Assim, nao esta
claro com base nos presentes resultados, a possivel participagéo da
COX2 nas respostas contrateis ao EH do P. urinaria na traquéia de
cobaia.

Aparentemente, o metabédlito do acido araquiddnico envolvido na -
resposta contratii ao EH de P. urinaria pertence a familia das
prostaglandinas. Varias evidéncias indicam que as prostaglandinas sé&o
sintetizadas e liberadas em varios tecidos incluindo os do trato
respiratorio (Moncada e Vane, 1983), e podem participar de uma série de
fungbes bioldgicas diferentes como, por exemplo, o controle da
contratilidade das vias aéreas (Orehek et al., 1973, 1975). Roberts et al.
(1985) demonstraram que a PGl endoperéxidoﬂ derivado da farhilia das
prostaglandinas, produziu estimulagdo das fibras C bronquiais e
pulmonares em caes, promovendo aumento da responsividade e da

contragdo das células musculares lisas do trato respiratério. Além disso,
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pulmonares em cées, promovendo aumento da responsividade e da

contracdo das células musculares lisas do trato respiratério. Além disso,
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foi demonstrado também que a PGl. estimula fibras C pulmonares em
coelho (Armétrong et al.,, 1981). Por outro lado, Mapp et al. (1991)
demonstraram que a PGIl; pode liberar taquicininas de terminais aferentes
sensiveis a capsaicina em bronquio isolado de cobaia, sendo esse efeito
altamente sensivel ao vermelho de ruténio, apés dessensibilizagdo com
capsaicina, e ao antagonista seletivo de receptores de NK, o MEN
10,207. Esses resultados sugeriram que a acao contratil induzida peia
PGl;, no brénquio isolado de cobaia, seja decorrente da liberagédo de
taquicininas de fibras aferentes C.

Nossos resultados indicam que o efeito contratil causado pelo EH
de P. urinaria, além de ser dependente da produgdo de metabdlitos do
acido araquiddnico, foram também antagonizados por bloqueadores
seletivos de receptores NK;, o FK888 e de NK;, o SR 48968. Tais
resultados sugerem fortemente que os principios ativos presentes no EH
sdo capazes de induzir a liberagdo de taquicininas como a substancia P,
neurocinina A e o peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
das terminagdes nervosas sensiveis a capsaicina.

De acordo com os resultados recentes (Dias et al., 1995), o EH do
P. urinaria causou contragdo de maneira concentragcdo-dependente da
bexiga isolada de cobaia, que dependem, a exemplo das ag¢gdes da
substancia P, em grande parte do influxo de calcio do meio extracelular.
O efeito contratil do EH foi parcialmente afetado pela nicardipina, um
bloqueador de canais de calcio do tipo L sensiveis a voltagem, mas foi

insensivel a o-conotoxina, um bloqueador de canais de calcio do tipo N.



83

Resultados semelhantes foram obtidos na traquéia de cobaia. Esses
resultados nos levam a concluir que a contragao produzida pelo EH de P.
urinaria na traquéja isolada de cobaia resulta, essencialmente, da
mobilizagdo de calcio extracelular que parece ter acesso a célula por
ativagdo de outros canais de calcio independentes dos canais do tipo L
ou N sensiveis a voltagem, possivelmente os canais iénicos acoplados ao
receptor da capsaicina e sensiveis ao vermelho de ruténio.

Ellis et al. (1993) caracterizaram farmacologicamente os receptores
responsaveis pelas respostas contrateis das taquicininas nas vias aereas
isoladas de humanos, cobaias e hamsters, e concluiram que, em humanos
e em hamsters, as contragées induzidas pelas taquicininas envolvem
.preferencialmente a estimulagdo de receptores do tipo NK2, enquanto
que, em cobaias, ambos os receptores contribuem para esse efeito.

Os genes dos receptores taquicinérgicos que foram identificados em
mamiferos por Nakanishi (1987), tiveram sua estrutura protéica proposta
em 1991 pelo mesmo autor (Nakanishi, 1991). Esses receptores
cresceram em importancia a partir da caracterizagdo da relevancia de
suas agdes fisiologicas e da sua ampla distribuigdo nos varios tecidos
(Otsuka e Yoshioka, 1993; Maggi, 1994 para revisdo). Resultados
descritos na literatura confirmam que a traquéia de cobaia contém
receptores para as taquicininas do tipo NK,, que contribuem para a
resposta contratil produzida pelas neurocininas no musculo liso das vias
aéreaé (Maggi, 1991 a, b; Ireland et al., 1988, 1991; McKee et al., 1993;

Geppetti et al., 1993; Floch et al., 1994; Regoli et al., 1994).. Em vista
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desses resultados, investigamos também se a contragao prodUzida pelo
EH de P. urinaria na traquéia de cobaia nao estaria associada com a
liberagdo, estimulada direta ou indiretamente, de taquicininas de
néurc‘mios sensoriais.

Confirmando dados prévios da literatura (Maggi, 1989; Floch et al.,
1994; Ellis e Undem, 1994), demonstramos que os antagonistas seletivos
de receptores NK; (FK 888) e NK; (SR 48968) produziram deslocamento
paralelo a direita da curva concentragédo-resposta & substancia P e ao
agonista seletivo do receptor NK; a [B-Ala’]NKA(4-10), fornecendo
valores de pA. de 6,2 £ 0,3 e 9,1 £ 0,2, respectivamente. Tais resuitados
sugerem a coexisténcia desses receptores nessa preparagado. De
particular relevancia s&o os resultados que demonstram que o0s
antagonistas seletivos de receptores NK; e NK,, FK 888 (Fujii et al.,
_1992; Murai et al., 1993) e SR 48968 (Emonds-Alt et al., 1992; Advenier
et al.,, 1992; Kamikawa e Shimo, 1993), antagonizaram de modo
tipicamente n&o-competitivo, mas de maneira seletiva, a contragéo
mediada pelo EH de P. urinaria. Esses resultados, portanto, demonstram
que os principios ativos presentes no EH do P. urinaria estimulam os
nervos sensoriais sensiveis a capsaicina ou indiretamente pelo estimulo
da produgédo de PGl,, causando em decorréncia, a liberagdo a liberagéo
de taquicininas da traquéia de cobaia.

Ellis é Undem (1994), relataram que as respostas contrateis
induzidas por duas substédncias de ocorréncia natural, a capsaicina e a

resiniferatoxina (um diterpeno analogo da capsaicina ultrapotente obtido
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da Euphorbia resinifera e Euphorbia poisonii) (Hergenhahn et al., 1974),
nado foram afetadas pelo antagonista seletivo de receptores NK; CP
96345, mas foi antagonizada pelo antagonista de receptor NK;, o SR
49968. No entanto, esses efeitos contrateis foram quase que totalmente
abolidos pela combinagédo desses dois antagonistas.

Pesquisas neurofarmacolégicas recentes demonstraram que a
capsaicina e a resiniferatoxina atuam em receptores especificos
identificados como receptores vaniléides. Estes receptores estédo
distribuidos em varios tecidos de mamiferos (Dray, 1992), incluindo a
medula espinhal (Szallasi e Blumberg, 1991), bexiga (Szallasi et al.,
1993), e vias aéreas (Szallasi, 1993). A estrutura proposta para esse
receptor indica que ele esta associado a um canal iéhico permeavel a
cations, especialmente ao calcio (Wood et al. 1988, revisado por
~ Szolcsanyi, 1990; Bevan e Szolcsanyi, 1990). O receptor vaniléide, que &
seletivamente ativado pela capsaicina e pela resiniferatoxina (Szallasi,
1994; Szallasi e Goso, 1994; Szallasi et al., 1993; Charette et al., 1993),
promove a excitagdo das terminagdes nervosas, causando liberagdo de
taquicininas incluindo a substancia P, NKA e CGRP.

Varios trabalhos tém proposto que o ligante enddégeno para o
receptor especifico da capsaicina, e de seu analogo natural, o diterpeno
resiniferatoxina, seja os prétons H*. Esses prétons seriam produzidos nas
proximidades dos neurdnios sensoriais por alteragdes fisiolégicas ou
patolégicas, como por exemplo na inflamagdo neurogénica.

Recentemente, Liu e Simon (1994) demonstraram que as correntes
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induzidas em neurdnios ganglionares ativadas pela capsaicina e por uma
diminuicdo do pH, sdo muito similares quanto a cinética, reverséo de
potencial, resposta ao calcio e inibigdo pelo vermelho de ruténio ou pela
capsazepina. Liu e Simon (1994) sugeriram ainda, que o estimulo acido
poderia funcionar como um ativador enddégeno da corrente ativada pela
capsaicina, e que isso justificaria o aumento da dor em processos
patolégicos onde ocorre redugdo brusca do pH do meio, como por
exemplo no caso das isquemias e nos processos inflamatérios. Bevan e
Geppetti (1994), propuseram uma representacdo esquematica para o
receptor vaniléide, bem como para os sitios de agdo dos agonistas e

antagonistas desse receptor (figura 39).

............................

Agonista

v

Capsaicina

Prétons H*

Figura 39: Representagdo esquematica de uma neurdnio
sensorial terminal sensivel a capsaicina, e dos sitios de agdo
propostos para os agonistas e antagonistas.
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O tratamento sistémico com capsaicina pode levar a deplegdo do
conteudo de neurocininas de uma subpopulagdo de células ganglionares
sensoriais, fibras aferentes do corno dorsal da medula espinhal ou em
tecidos periféricos, como o das vias aéreas (Holzer et al., 1991). Esse
processo de dessensibilizagdo é dependente de calcio e ocorre em
decorréncia de concentragbes elevadas e persistentes de capsaicina
sobre as terminagdes sensitivas. Tal procedimento é capaz de promover a
liberagdo maciga dos neuropeptidios e causar o bloqueio axonal da
condutancia e a interrupgdo do transporte intra-axonal de moléculas,
incluindo as vesiculas sinapticas taquicinérgicas do corpo neuronal até a
periferia, na zona ativa da sinapse (Miller et al., 1982; Taylor, 1984 e
1985). Esse mecanismo parece ser mediado pela ativagdo de uma
proteina fosfatase 2B dependente de calcio-calmodulina, a calcineurina,
que é a_tivada pela grande quantidade de calcio que entra na célula a
partir da abertura persistente do canal idénico vaniléide. Todavia, ndo esta
ainda bem esclarecido se o canal ativado pela capsaicina € um substrato
para esta enzima ou se hé algum processo intermediario entre a
estimulagdo do canal e a dessensibilizagédo (Yeats et al. 1992). Por outro
lado, a neurotoxicidade dos vaniléides parece ser devida a deterioragao
mitocondrial causada pelo aumento do influxo de calcio, e ao dano
osmético que segue a entrada de sédio pelo canal idénico ativado pelo
receptor da capsaicina, com produgdo de NaCl e alteragdes na
osmolaridade celular, podendo em células jovens, levar a destruigao

irreverssivel.
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A capsaicina é capaz de causar outras agées que independem da
ativagado direta do seu receptor, como por exempl-o a desthigéo do
sistema de microtubulos, reduzindo a capacidade de transporte axonal.
Esse efeito, contudo, ndo parece estar relacionado ao receptor, pois a
administragdo exégena do fator de crescimento neural (NGF) pode inibir,
ou até mesmo reverter, o processo de dessensibilizagdao de longo prazo
produzido pela capsaicina (Taylor et al., 1984, 1985).

Os resultados observados com o EH de P. urinaria, sugerem que a
ativacdo do canal idnico do receptor vanildide, induzida pelo EH, néo foi
capaz de inibir as a¢des da capsaicina sobre as preparagdées, nao
causando dessensibilizagdo dos terminais sensitivos. Esses dados
sugerem que provavelmente" existam outros sitios de ag¢ao intracelulares
para a capsaicina responsaveis pelo efeito dessensibilizante além da
simples abertura do canal vaniléide, como descritos por (Miller et al.,
1982; Yeats et al., 1992).

Contudo, a dessensibilizagdo prolongada com capsaicina (10 pM),
afetou apenas parcialmente a contragdo induzida pelo EH de P. urinaria,
demonstrando que esse efeito ndo parece depender da ativagdo de
receptores vaniléides na célula muscular lisa. Por outro lado, a contragéo
provocada pelo EH, similar aquela induzida pela capsaicina, depende em
grande parte do influxo de calcio extracelular, que demonstrou ser
altamente sensivel ao vermelho de ruténio, um antagonista seletivo dos
canais de calcio acoplados ao receptor vaniléide (Amann e Maggi, 1991).

A contragdo produzida pelo EH de P. urinaria também foi sensivel ao
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vermelho de ruténio, que inibiu de maneira dependente da concentragéo e
por um mecanismo ndo-competitivo tanto as respostas causadas pela
capsaicina como as causadas pelo extrato do P. urinaria. Esse efeito foi
bastante seletivo, ja que nas concentragées em que houve uma inibigédo
importante nas respostas contrateis produzidas pela capsaicina e pelo EH
de P. urinaria, o vermelho de ruténio nao afetou a contragéo induzida por
outros agonistas como o carbacol, a histamina ou a prostaglandina E..

De acordo com os resultados descritos na literatura (Dickenson e
Dray, 1991; Bevan et al., 1992; Perkins e Campbell, 1992), o antagonista
seletivo da capsaicina, a capsazepina, produziu antagonismo competitivo
da resposta contratil a capsaicina na traquéia de cobaia, fornecendo
~valor de pA; de 6,2 * 0,1. Interessante notar que a capsazepina néao
interferiu com a contragdo produzida pelo EH do P. wurinaria.
Recentemente, Ellis e Undem (1994) relataram que a capsazepina
antagonizou, de modo competitivo e com poténcia similar, as contragdes
causadas pela capsaicina e para a resiniferatoxina na traquéia de cobaia,
fornecendo valores de pA; de 6,02 + 0,13 e 6,28 + 0,25, respectivamenteA.
Esses resultados, sdo portanto, consistentes com a nog¢éo de que as
acbes da capsaicina e da resiniferatoxina na traquéia de cobaia envolvem
a ativacéo de receptores vanildides sensiveis a capsazepina.

Apesar das espécies de Phyllanthus pertencerem a mesma familia
das plantas conhecidas por produzirem o diterpeno forbol éster e o
irritante e ultrapotente andlogo da capsaicina, o diterpeno

resiniferatoxina (Euphorbiaceae), e a despeito do fato do EH de
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Phyllanthus wurinaria produzir algumas ag¢bées comuns com esses
compostos na traquéia de cobaia, os principios ati'vos presentes nas
espécies de Phyllanthus responsaveis pelos seus efeitos contrateis néo
parecem estar relacionados a esses compostos. Esta conclusdo esta
baseada nas seguintes evidéncias: (1) O EH de P. urinaria né&o
apresentou efeito irritante, sendo bem tolerado por animais (Santos et ai.,
1994). (2) Ao contrario dos compostos irritantes, como a capsaicina e
resiniferatoxina, os EH de varias espécies de Phyllanthus apresentaram
importante efeito analgésico, principalmente contra a dor de origem
neurogénica (Santos et al., 1994; 1995a; 1995¢c). (3) Os compostos ativos
presentes nas varias espécies de plantas do género Phyllanthus, pelo
menos para a atividade Ma‘inalgésica, sao quimicamente distintos da
capsaicina e da resiniferatoxina, e incluem esterdides (Santos et al.,

1995b), flavonodides e taninos (Miguel et al., 1995a; 1995b).

5.2-) Contracdo Induzida pelos Compostos Isolados do EH do Phyllanthus

urinaria:

A anélise quimica dos compostos presentes no extrato de P. urinaria
demonstrou a presenga de flavondides como a astragalina, quercetina,
quercitrina, isoquercitrina e rutina (Nara et al., 1977). Yao e Zuo (1993)
isolaram e identificaram o kaempferol e o daucosterol, além de dois novos
compostos fendlicos denominados pelos autores como sendo o
carboxilato de metil brevifolin e o acido dehidrochebulico trimetil éster.

Yao e Zuo (1993) também descreveram 8 compostos ja conhecidos: o n-
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octadecano, beta-sitosterol, acido elagico, daucosterol, kaempferol,
quercetina, acido galico e rutina. O geranin, isolado do P. niruri (Ueno et
al., 1988), foi também identificado no P. urinaria por Cechinel et ai.
(dados néo publicados).

Dentre os diversos compostos isolados do EH do P. urinaria aqueles
responsaveis pelo efeito contratil na traquéia de cobaia incluem dois
flavonéides, a quercetina e a rutina, um tanino hidrolisavel, o geranin e
um esterdide, o B-sitosterol. Esses compostos apresentaram atividade
contratil concentragdo-dependente, reversivel e sem evidéncia de
taquifilaxia, na traquéia isolada de cobaia. A ordem de poténcia
encontrada foi quercetina > geranin > rutina >> B-sitosterol.

O esterdide, B-sitosterol, apresentou efeito contratil muito discreto
e ndo foi admitido com sendo um dos responsaveis pelo efeito contratil
obtido a partir do extrato total. J& a quercetina, rutina e o geranin,
apresentaram efeito contratil similar ao perfil apresentado pelo EH de P.
urinaria, sendo suas agbes dependentes do influxo extracelular de calcio,

r

e sensiveis parcialmente a nicardipina. Interessantemente, ao contrario
do que foi observado para o EH, as respostas contrateis a esses trés
compostos foram insensiveis ao vermelho de ruténio e aos antagonistas
de receptores das taquicininas, tanto do tipo NK; como NK.. Tais
resultados sugerem que, possivelmente, outros compostos ainda nao

identificados nesta planta seriam os responsaveis pelos efeitos sobre os

sistemas taquicinérgico e/ou vaniléide.
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Tem sido relatado | na literatura que compostos fendlicos em
especial os biofiavondides, exercem varias agdes farmacolégicas sobre
os sistemas biolégicos. Os efeitos mais estudados desses compostos tém
sido aqueles relacionados ao sistema vascular. Foi observado que varios
flavondides de ocorréncia natural causam aumento da resisténcia capilar
ao trauma (Fairbairn, 1959), podendo ainda modular a pressao arterial.
Além disso, alguns taninos revelaram um complexo efeito contratil sobre
anéis de artéria pulmonar de coelho (Russel e Rohrbach, 1989),
promovendo contragédo em preparagdes submetidas ao tonus basal, mas
causando relaxamento nas preparagées pré-contraidas com noradrenalina
(Russel e Rohrbach, 1989). Essa agao dual parece ser decorrente da
liberagdo conjunta de fatores derivados do endotélio com agao relaxante,
como por exemplo o 6xido nitrico, e contratil, como o tromboxano A,.
Fitzpatrick et al. (1993) demonstraram que varios extratos de plantas,
sementes e frutas produziam relaxamento dependente do endotélio em
preparagbes vasculares contraidas com fenilefrina: Resultados
semelhantes foram descritos com alguns taninos e com a quercetina
isolados desses extratos. De modo interessante, os relaxamentos
induzidos tanto pelos taninos quanto pela quercetina foram bloqueados
por um inibidor seletivo da 6xido nitrico sintase (Fitzpatrick et al. 1993).
Mais recentemente, Chen e PaceAsciak (1996) demonstraram que a
quercetina e o resveratrol produziram relaxamento em aortas isoladas de
rato, sendo esses efeitos dependentes da produgédo de 6xido nitrico.

Chiesi e Schwaller (1994) demonstraram que tanto os taninos como a
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quercetina produziram inibicdo da atividade da 6éxido nitrico sintase
constitutiva do endotélio. Apesar desse relato ndo contribuir para a
explicagdo do efeito vasorrelaxante da quercetina, outros trabalhos
demonstram que a quercetina, bem como taninos, possuem ag¢ao inibitéria
sobre outras enzimas diretamente envolvidas no processo contratil, tais
como a PKC, a MLCK e a calmodulina dependente de calcio (Polya et al.,
1995).

A quercetina é, provavelmente, o flavonéide derivado de planta que
mais tem sido estudado. Para ela sdo propostas, na literatura, agdes em
varios sitios, tais como: agdes sobre o musculo liso isolado (Abdala et al.
1989), inibidor da ATPase dependente de Na'/K' (Mirsalikhova e
Pakudina, 1977), inibidor da Ca?'-ATPase de reticulo sarcoplasmatico
(Shoshan e MacLennan, 1981), inibidor da ATPase mitocondrial (Lang e
Racker, 1974), inibidor da fosfodiesterase seletiva para AMPc (Beretz et
al., 1978), atividade mutagénica em bactérias (Bjeldanes e Chang, 1977).
Além disso, a quercetina produz efeito vasodilatador na aorta de rato
(Duarte et al., 1993, Chen e PaceAsciak, 1996), sendo também capaz de
regular o sinal de transdugdo em células de carcinoma humano (Singhal
et al., 1995), possui atividade inibidora sobre a fosforilase quinase,
tirosina quinase (Srivastava, 1985), e fosfolipase A, (Lindhal e Tagesson,
1993). Além disso, a quercetina apresenta propriedade antagonista de
canal de calcio no musculo liso vascular (Morales e Lozoya, 1993) e
atividade inibidora sobre a éxido nitrico sintase, especialmente sobre a

forma constitutiva (Chiesi e Schwaller, 1995).
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A quercetina e outros compostos flavonoidicos possuem uma
multiplicidade de outras agdes bioquimicas que dificultam a explicagéo
das agbes observadas no presente estudo na musculatarua lisa da
traquéia. Apesar disso, a dependéncia dessa contragdo do calcio
extracelular, sugere que a quercetina esteja alterando a permeabilidade
desse ion na membrana plasmatica, ou inibindo a ATPase dependente de
Na‘*/K', e a Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico que controla as
concentragao de calcio intracelular. De fato, dos sitios enzimaticos de
atuagdo sugeridos para a quercetina, a ATPase do reticulo
sarcoplasmatico, parece ser o de maior afinidade, pelo menos nas células
musculares lisas traqueais (Fewtrell e Gomperts, 1977; Gietzen et al.,
1981). Morales e Lozoya (1993), analisando o efeito.da quercetina no
musculo liso vascular, observaram que, em baixas concentragbes, a
quercetina pode produzir contragdo das preparagdes mediada por
aumento dos niveis de calcio intracelular através da inibigdo da Ca®*'-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico. Esse efeito também foi descrito em
preparagées de ileo (Abdalla et al.,, 1989), demonstrando que a
quercetina apresenta uma maior afinidade pela Ca®*'-ATPase de reticulo
sarcoplasmatico que para outros sitios protéicos.

As agOes atribuidas a rutina podem ser decorrentes da sua
similaridade com a quercetina, ja que na literatura ndo sdo descritas
atividades substancialmente diferentes daquelas atribuidas a primeira,
exceto pela agdo estimulatéria da produgdo de fator de necrose tumoral

em camundongos, descrita por Kunizane et al. (1995).
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Além dos dados reportados na literatura, ensaios preliminares da
agdo desses compostos sobre a atividade das enzimas COX1 e COX2
(resultados nao publicados), revelaram que apenas o0 geranin apresentou
atividade estimulatéria discreta mas significante sobre a atividade da
COX1, enquanto todos os demais foram inativos.

As respostas produzidas pelos compostos obtidos do P. urinaria
apresentaram perfis similares, pelo menos em parte, as induzidas pelo .
EH, sendo dependentes de caicio extracelular, parcialmente sensiveis a
nicardipina, e insensiveis a o-conotoxina. Entretanto, divergiram
substancialmente quanto a sensibilidade aos antagonistas do sistema
vaniléide, capsazepina e vermelho de ruténio, e aos antagonistas dos
receptores das taquicininas, FK 888 e SR 48968. E provavel que a
analise quimica do EH de P. urinaria revele a existéncia de outros
compostos que possam mediar suas respostas por mecanismos
semelhantes aqueles apresentados pelo EH na traquéia de cobaia, que

envolvem ativagao do sistema taquicinérgico e vaniléide.

5.3-) Relaxamento Induzido pelo EH de Phyllanthus urinaria:

Os mecanismos envolvidos na resposta relaxante da musculatura
lisa da traquéia de cobaia, assim como no processo contratil, poderiam
envolver uma complexa rede intracelular de sinais transducionais
incluindo alteragdes idnicas e/ou a fosforilagdo de substratos protéicos.
Entre as principais vias envolvidas nessa resposta, poderiam ser

mencionadas, entre outras: (1) aumento dos niveis de AMPc, (2) aumento
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dos niveis de GMPc, (3) aumento da produgdo e/ou liberagdo do 6xido
nitrico, (4) ativagdo de canais de potassio, (5) inibicdo das
fosfodiesterases seletivas para AMPc e GMPc, (6) redugdo da
sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio, (7) inibicdo direta da
atividade de enzimas relacionadas ao processo contréatii, ou (8)
atividades especificas em outros sitios como por exemplo nas proteinas
do citoesqueleto (Figura 40).

As vias modulatérias do relaxamento no musculo liso, envolvem uma
série de fatores intracelulares que podem incluir a ativagdo de um
receptor (Rec) de membrana acoplado a proteina Gs que promove a
estimulagao de uma ou mais isoformas da adenilato ciclase (AC)
presentes na membrana celular. A ativagdo da AC, pfoduz aumento da
sua atividade catalitica sobre a reagdo de transformagédo do ATP em
AMPc, que é necessario para a atividade da proteina quinase dependente
de AMPc, denominada PKA. Essa quinase possui varias propriedades no
musculo liso e em neurdnios, e incluem a modulagdo da atividade de
canais de potassio, atividade fosforilativa sobre substratos protéicos
especificos, e regulacdo da expressdo génica de alguns receptores de
membrana e de proteinas contrateis. No musculo liso das vias aéreas, a
PKA parece ser diretamente responsavel pela fosforilagdo de canais de
potassio, permitindo assim, a sua abertura e consequente

hiperpolarizagdo da membrana, causando em decorréncia o relaxamento

muscular (Figura 40).



REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DAS VIAS DE
RELAXAMENTO DA MUSCULATURA LISA

Acdes em .
outros sitios§
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“+ Voltagem @ Calcio @ Potassio I

Figura 40: Representacdo esquematica dos possiveis sitios modulatérios
do processo de relaxamento e alguns pontos de intervencdo na cadeia
de sinalizacao intracelular.
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Varios agonistas que estimulam a produgdo de AMPc e relaxamento
das vias aéreas, como por exemplo os agonistas‘ de receptores B-
adrenérgicos e inibidores da fosfodiesterase, podem ter seus efeitos
antagonizados de forma concentragdo-dependente por bloqueadores de
canais de potassio (Huang et al., 1993).

Da mesma forma, a estimulagdo direta ou indireta das isoformas da
guanilato ciclase (GC), permite a formagao de um outro nucleotidio ciclico '
(GMPc) a partir do GTP presente no citosol. A partir da identificagéo da
estrutura da GC, e da descoberta de duas formas distintas, uma
constitutiva, acoplada a membrana, e uma forma soluvel, dispersa no
citosol, que reconhecem como ligantes endégenos alguns peptidios como
o fator natriurético atrial, e o 6xido nitrico (respectivamente), se propds
que essa enzima apresente caracteristicas de receptor farmacolégico
(Garbers, 1992; Garbers e Lowe, 1994; Lowe, 1992).

A guanilato ciclase presente na membrana pode ser modulada por
pelo menos trés ativadores bem conhecidos, o fator natriurético atrial
(FNA) (Chinkers et al., 1991; Garbers, 1992), o fator natriurético cerebral
(FNC) (Rosenzweig et al., 1991), por uma enterotoxina de E. coli e pela
guanilina (De Sauvage et al., 1992; Schulz et al., 1992). Ao contrario, a
guanilato ciclase soluvel pode ser endogenamente ativada pelo 6xido
nitrico (Moncada et al., 1991). Os niveis de GMPc intracelulares podem
ser controlados pela agdo das fosfodiesterases que transformam o GMPc
em seu anéalogo inativo o 5'GMP. Além disso, o GMPc pode também

interferir com a atividade de outras fosfodiesterases com maior
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seletividade para o AMPc determinando em decorréncia aumento ou
diminuigdo das fungdes desse nucleotidio, sobretudo nas vias aéreas
(Trophy et al., 1993).

O substrato enzimatico seletivo para ligagdo do GMPc é a proteina
quinase GMPc-dependente (PKG), que € um membro da superfamilia de
proteinas chamadas serina/treonina quinases (Hofmann et al., 1992). Esta
enzima tem sido descrita nas vias aéreas (Feibel et al., 1988). A
importéancia farmacolégica da PKG cresceu no contexto cientifico
internacional nos ultimos anos quando se atribuiu a ela o papel de
proteina efetora da maioria das respostas ao 6xido nitrico. Por outro lado,
essa enzima pode ser ativada por niveis elevados de AMPc (ver figur’a
~40), tornado-se via secundaria da atividade de alguns neurotransmissores
que atuam via AMPc citosélico.

Recentemente, outras fungdes tém sido descritas para o GMPc e
para a PKG sobre o musculo liso, tais como (1) modulador dos niveis
intracelulares de calcio, por estimulagdo de uma Ca**-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico, a fosfolambam (Sarcevic et al., 1989; Karczewski et al.,
1991); (2) Ativagao direta de canais de potassio de alta condutancia
modulados por calcio (BK), que foram demonstrados existir inicialmente
nos musculos lisos gastrointestinais (Ward et al., 1992, Thornbury et al.,
1991), vasculares (Chen e Rembold, 1992; Krippeit-Drews et al., 1992), e
nas preparacgdes traqueais onde a caribdotoxina & capaz de bloquear o
relaxamento mediado por 6xido nitrico ou GMPc (Hamaguchi et al., 1991);

(3) inibicdo do sistema enziméatico da fosfolipase C (Hirata et al., 1990) e
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(4) redugdo da sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio, pela
fosforilagdo da quinase de cadeia leve da miosina que aumenta a
concentragdo de calcio/calmodulina requerida para a atividade contratil,
em varios tecidos (Conti e Adiestein, 1981; Rapoport et al., 1983),
incluindo a traquéia (Pfitzer et al., 1982).

Na sua grande maioria, as agdes descritas para o GMPc e para a
PKG, também envolvem as agdes mediadas pelo 6xido nitrico, que pode
promover a estimulagao seletiva da guanilato ciclase soluvel, e com isso
determinar aumento dos niveis intracelulares de GMPc, além de outras
agbes inespecificas descritas para o sistema NO-GMPc que parecem
contribuir para o efeito celular de resposta proposto para esse sistema.
Simonsen et al. (1995) sugérem que o aumento de GMPc induzido pelo
6xido nitrico em artéria peniana, determine a ativagdo da PKG que
aumenta a probabilidade de abertura de canais de potassio ativados por |
calcio, e em consequéncia causando

e relaxamento. Além disso, o 6xido nitrico parece estar envolvido
na resposta relaxante que se segue a ativagdo de uma série de
neurotransmissores, tais como o CGRP (Maggi et al. 1994), bradicinina
(Schiemper e Calixto 1994; Gooch e Frangos, 1996). Ele pode ainda atuar
independentemente da produgdo de GMPc podendo agir diretamente
sobre canais de potassio ativados por calcio sensiveis a apamina
(Martins et al., 1995), ou sensiveis a caribdotoxina (Murray et al., 1995).

O 6xido nitrico parece ainda ser o responsavel pela resposta

relaxante por varias substancias de origem vegetal (Fitzpatrick et al.,



101

1995), como aquela demonstrada por Tamaoki et al. (1995) em resposta a
administragdo de Saiboku-to, uma erva usada na medicina chinesa, em
células epiteliais de vias aéreas de cdo; ou de origem animal, como por
exemplo aquela demonstrada para Gwee et al. (1995) em resposta ao
veneno de escorpido no musculo anococcygeus isolado de rato.

Os processos celulares de relaxamento da musculatura lisa das vias
aéreas, entre outros mecanismos, parecem envolver em grande parte
aumento dos niveis de nucleotidios ciclicos seguindo a ativagdo das
proteinas quinases depedentes dos nucleotidios, e por fim induzindo
abertura de canais de potadssio que causam a hiperpolarizagdo das fibras
e relaxamento muscular. No interior da célula muscular lisa, as vias de
transdugcdo relacionadas ao relaxamento parecem estar intimamente
ligadas e cooperando entre si para o efeito final.

Kannan et al. (1995), demonstraram que o relaxamento dependente
de oxido nitrico observado nas preparagdes de musculo liso da traquéia
de cobaia pode ser modulado por inibidores da guanilato ciclase e por
bloqueadores de canal de potassio de alta condutancia ativados pof
calcio, sensiveis a caribdotoxina e a iberiotoxina. De fato, os canais de
potdssio constituem uma <classe de proteinas de membrana
excepcionalmente diversas quanto as suas variedades. Células
individuais podem, e normalmente possuem, varios tipos de correntes de
potéssio, como nos neurdnios hipocampais (CA1) que apresentam seis ou

mais correntes de condutancia ao potassio modulando sua excitabilidade.

Na atividade neuronal que segue o potencial de ag&o ocorre uma
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hiperpolarizagdo decorrente da ativagdo de pelo menos dois tipos de
canais de potassio modulados por calcio, de alta (BK) e de baixa (SK)
condutancia (Sah, 1996). Essas correntes em geral s&o classificadas de
acordo com os agentes que as induzem ou com as caracteristicas da
condutancia que desenvolvem. Ha também uma condutancia associada
com um canal que esta acoplado a uma proteina G ativada por um
receptor como aquelas propostas para os receptores da serotonina ou
para acetilcolina no musculo cardiaco (Dascal et al., 1993; Krapivinsky et
al., 1995). De todos os canais de potassio descritos na literatura, os que
sdo mais efetivamente estudados sdo aqueles modulados pelo potencial
de membrana da célula ou pelas concentragdes de calcio intracelular, e
os sensiveis ao ATP (Castle et al., 1989).

Sem dulvida dois fatores foram fundamentais para o estudo dos
canais de potassio: as técnicas de clampeamento de células integras
(whole-cell patch record), que permitem obter informagbes sobre o
mecanismo de disparo da abertura do canal, com relagdo a sua
dependéncia a voltagem ou das concentragdes de calcio interno, e a
descoberta de toxinas e drogas altamente seletivas para os diversos tipos
de canais idnicos, incluindo os canais de potassio (Kotiikoff, 1990; Muraki
et al.,, 1990; Marchenko e Sage, 1996). Algumas toxinas foram
fundamentais para a caracterizagdo e a disfribuigéo dos canais de
pbféssio e de suas fungbes biolégicas no organismo, tais como a
apamina, um octadecapeptidio encontrado no veneno das abelhas (Apls

mellifera) que bloqueia seletivamente uma classe de canais de potassio
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de baixa conduténcia (6 - 14 pS) ativados por céalcio (Habermann, 1984);
a carbibdotoxina, que é uma toxina peptidica altamente basica presente
no veneno do escorpido Leirus quinquestriatus, que bloqueia com alta
afinidade (Kp ~ 3 nM) canais de potassio de alta condutancia (250 pS)
dependentes de voltagem e ativados por calcio no misculo esquelético de
mamiferos (Miller et al., 1985, Smith et al., 1986) e em uma variedade de
outros tecidos (Guggino et al., 1987), incluindo a traquéias de cobaia
(Jones et al.,, 1990). Outras toxinas que também contribuiram para o
melhor entendimento dos canais de potassio (para mais detalhes ver
TINS neurotoxins suppiement, 1994, 1996).

Os resultados obtidos com o EH e os compostos isolados do
Phyllanthus urinaria mostraram que além de induzirem contragdao na
traquéia e na bexiga de cobaia (Dias et al., 1995), em concentragdes
maiores produziram relaxamento dependente da concentragéo e
reversivel na traquéia de cobaia com ou sem epitélio contraida
previamente com carbacol, ou sob tonus espontéaneo.

O relaxamento induzido pelo EH de P. urinaria parece envolver
multiplos mecanismos de agdo evidenciado pelo fato de que o efeito
relaxante do EH, como aquele produzido pelo cromacalina, um ativador
de canal de potassio modulado por ATP (Arch et al., 1988; Ichinose e
Barnes, 1990; Spinelli et al., 1990; Lijnen et al., 1989), foi antagonizado
de maneira dependente da concentragdo pelo bloqueador n&o seletivo de
canal de potassio tetraetilaménio (TEA) (De Man et al., 1993, 1994), bem

como por glibenclamida, um bloqueador de canal de potéassio sensivel ao
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ATP (Schimid’Antomarchi et al., 1987, Muray et al., 1989). Entretanto, a
neurotoxina apamina, que é descrita como um bloqueador de canais de
potassio de baixa condutancia modulados por calcio (Romey et al., 1984;
Cooke e Hayllet, 1985), ndo afetou o relaxamento induzido pelo EH de P.
urinaria ou pela cromacalina, indicando que os canais de potassio
modulados por ATP, mas nao aqueles de baixa condutancia ativados por
calcio, sao importantes para a resposta relaxante induzida pelo EH na
traquéia de cobaia. Outra evidéncia importante observada no presente
estudo com relagdo ao envolvimento de canais de potassio na resposta
relaxante do EH de P. urinaria, consiste no fato de que o aumento das
concentragdes de potassio (KClI 20 e 40 mM) no rﬁeio, nutritivo inibiu
significativamente sua resposta relaxante, enquanfo que altas
concentragdes de potassio (KCl 80 mM) aboliu totalmeﬁte essa resposta.
Resultados similares tém sido propostos para outros ativadores de canais -
de potassio sensiveis ao ATP (Hamilton et al., 1986; Morley, 1984,
Findiay, 1994). -

Um outro mecanismo que parece, pelo menos em parte, contribuir
para explicar o mecanismo envolvido na resposta relaxante do EH de P.
urinaria, é a estimulagéo direta de receptores p.-adrenérgicos e de VIP ou
da liberagdo de noradrenalina e VIP da inervagdo na traquéia de cobaia.
Essa observagdo é sustentada pelo fato de que a incubagdo das
preparagdes com propranolol e [D-p-CI-Phe®,Leu'’]VIP, um antagonista de
VIP (Pandol et al., 1986), em concentragdes que aboliram totaimente a

resposta relaxante induzidas, respectivamente por noradrenalina e VIP,
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causou deslocamento parcial da curva concentragao-resposta relaxante
para a direita induzida pelo EH de P. urinaria. Por outro lado, o efeito
reiaxante ao EH n&o parece envolver a ativagao de receptores de CGRP,
ou a sua liberagdo, pois o uso do antagonista seletivo de CGRP, o
CGRP(8-37) (Chiba et al., 1989; Maggi et al. 1991), nas mesmas
condigcbes em ele que antagonizou o relaxamento mediado pelo CGRP no
ureter de cobaia (Maggi et al., 1994) e na traquéia de cobaia (presente
estudo), nao afetou significativamente a resposta reiaxante ao EH do P.
urinaria.

Estudos farmacolégicos e imunohistoquimicos, revelaram que o
oxido nitrico (NO) ou uma substancia correlata, esta presente nas vias
aéreas de varias espécies animais, incluindo traquéia de cobaia (Li e
Rand, 1991; Tucker et al., 1990, Belvise et al., 1991, Schiemper e
Calixto, 1994). A liberagdo de oOxido nitrico poderia também ser
responsavel pelo efeito reiaxante do extrato hidroalcodlico de P. urinaria,
pois Fitzpatrick et al. (1995) demonstraram que uma grande variedade de
vegetais, frutas, chas, semente e ervas medicinais apresentaram efeito
relaxante dependente do endotélio em anéis de aorta isolada de rato
acompanhado de aumento de GMPc que foram bloqueados por inibidores
da 6xido nitrico sintase. Entretanto, nem o inibldor da biossintese de
6xido nitrico, a L-NOARG, nem o agente que inibe a ativagdo da guanilato
ciclase soluvel, o azul de metileno, em concentragdes onde eles
consistentemente antagonizaram as respostas mediadas pelo NO (Palmer

et al., 1987; Moore et al., 1990; Schiemper e Calixto, 1994; Gruetter et
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al., 1981), nao foram capazes de prevenir o relaxamento causado pelo EH
de P. urinaria na traquéia isolada de cobaia. Esses resultados sugerem
portanto, que o NO nao parece ter um papel fundamental no relaxamento

induzido pelo EH do P. urinaria na traquéia de cobaia.

4-) Relaxamento induzido pelos compostos isolados do EH de Phyllanthus

urinaria:

Os resultados do presente estudo demonstraram que o relaxamento
induzido pelo acido galico foi mediado por substéncia liberadas do
epitélio traqueal, pois a remogdo do epitélio praticamente aboliu a
resposta relaxante produzida por esse composto. Talvez, o acido galico
| atue por liberagdo de 6xido nitrico ou do fator hiperpolarizante derivado
do epitélio, mas essas hipéteses nido foram testadas, ja& que objetivo do
estudo foi de encontrar as substancias presentes no EH que fossem
responsaveis pelo seu efeito, ainda que o acido galico possa contribuir
com alguma parcela para o efeito relaxante do extrato total. O efeito
produzido pelo EH de P. urinaria ndo foi afetado pela remogéo do epitélio,
por esse motivo as acgbes relaxantes induzidas pelo acido galico seréo
estudadas oportunamente, e néo sdo parte integrante dessa dissertagéao.

O galato de metila e o galato de etila, por outro lado, apresentaram
efeito relaxante muito similar aquele produzido pelo EH do P. urinaria. O
relaxamento induzido pelos gaiato de metila e galato de etila, assim como
o demonstrado para o EH de P. urinaria, ndo foram siginificativamente

afetados pela retirada do epitélio da traquéia, além de serem sensiveis
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ao potassio alto no meio de .incubagdo (80 mM), e aos mesmos
antagonistas de canais de potassio. Em complemento, o galato de metila
e o gaiato de etila n&o produziram alteragées nos niveis intracelulares de
AMPc ou GMPc. Além disso, suas respostas relaxantes nao foram
afetadas pelos inibidores da adenilato ciclase (SQ 22536) ou da guanilato
ciclase soluvel (azul de metileno), e apresentaram ainda uma grande
seletividade pelos canais de potassio modulados por ATP sensiveis a
glibenclamida e principalmente pelos canais de potassio de alta
condutancia modulados por célcio sensiveis a carbdotoxina.

Os canais de potassio de maior importadncia na resposta relaxante
do trato respiratério sdo dois: (1) os de alta condutédncia e ativados por
calcio (Jones et al., 1990) que parecem modular as ag¢des de varias
substancias relaxantes como o 6xido nitrico, cujo relaxamento &
altamente sensivel a caribdotoxina e a iberiotoxina (Ellis e Conanan,
1994), e modular também o relaxamento produzido pelo agonista -
adrenérgico, salbutamol (Huang et al., 1993); e (2) os modulados por ATP
(Arch et al., 1988, Daniel e Jury, 1991, Nielsen-Kudsk et al. 1990). Nos
ultimos anos algumas substancias tém sido descritas como ativadores de
canais de potassio plasmalemal. Os representantes mais estudados s&o
os ativadores dos canais de potassio modulados por ATP sensiveis a
glibenclamida, como o cromacalina, o pinacidil e o apricalina (Edwards e
Weston, 1993). Mais recentemente, entretanto, os canais de potassio de
alta condutancia ativados por calcio passaram a ter cada vez mais

importancia no contexto cientifico, por representarem o mecanismo efetor
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da planta Desmodium adscendens (McManus et al., 1993), e os
benzimidazois, NS 004 e NS 1619 séo descritoé como ativadores
seletivos desses canais. Esses agentes naturais sido capazes de
hiperpolarizarem as células de neuroblastoma e aumentam seletivamente
a prolbabilidade de transporte idnico através de canais de potassio de alta
condutancia ativados por calcio (Olesen e Watjen, 1992, Olesen et al.,
1994). Entretanto, estudos posteriores indicaram que o NS 004 poderia
interferir com canais de calcio e que seu efeito predominante néao era
devido a‘r interagdo direta com os canais de potassio (Sargent et al.,
1993), e o NS 1619 apresentava agbes farmacolégicas muito mais
complexa do aquela inicialmente proposta por Olesen et al. (1994),
envolvendo varios sitios de ‘égéo, incluindo agbes sobre canais de calcio
dependentes de voltagem e outras correntes de potassio (Edwards et al.,
1994). A inexisténcia de substancias que ativam diretamente esses
canais, torna ainda mais relevantes os resultados apresentados pelos
galatos de metila e etila isolados do P. urinaria na traquéia isolada de
cobaia. Assim, esses compostos podem representar um passo importante
para desenvolver uma nova classe de compostos capazes de ativar os
canais de potassio de alta conduténcia ativados por caicio.

Os galatos‘ de metila e etila, também apresentaram efeito
analgésico importantes em varios modelos de nocicepgéo, especialmente
na dor de origem neurogénica em camundongos. Tais resultados podem
ser explicados em parte por suas propriedades ativadoras de canais de

potassio. Por outro lado, tem sido relatado na literatura e comprovado
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cientificamente tanto em animais como em estudos clinicos (Santos,
1990) que pelo menos o extrato do P. niruri foi eficaz em eliminar os
calculos renais. Considerando o fato de que o P. niruri também contém
basicamente os mesmos constituintes presentes no P. urinaria, incluindo
a existéncia do acido galico, gaiato de metila e gaiato de etila, é bastante
provavel que tais compostos possam contribuir para explicar suas agbes
anti-litiase, ja demonstradas experimentalmente em testes clinicos
(Santos, 1990).

Testes preliminares com o gaiato de propila demosntraram que o
aumento da cadeia lateral no anel benzendide central parece aumentar a
poténcia relaxante dos compostos derivados do acido galico, sugerindo
que modificagbes simples na cadeia lateral contribuam efetivamente para
o desenvolvimento de uma molécula ainda mais potente.

Estudos quimicos das amostras de P. urinaria ainda estido em
andamento e a possibilidade de isolar outros principids ativos com fungéo
similar aquelas descritas para os gaiatos de metila e etila, ndo pode ser
descartada. A quantificagdo dos constituintes quimicos presentes no
extrato hidroalcodlico de P. urinaria poderia possibilitar uma melhor
compreensdo dos resultados obtidos com as substéncias isoladas, e
poderia revelar ainda se eles estdo presentes nessas plantas nas
concentragdes em que desenvolveram os seus efeitos farmacoldgicos “in
vivo” e “in vitro”. Contudo, é possivel que o efeito final do EH de P.
urinaria, a exemplo das outras espécies de Phyllanthus sejam aqueles

produzidos nos ensaios de musculos liso isolado (Dias et al. 1995, e o
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presente estudo), quanto aos efeitos analgési

c0S demonstrados nos
modelos de dor induzidos em camundongos (Gorsli&i et al., 1993; Santos et
ai., 1995 a, b), ou ainda aquelas agbes atribui?la's ao P. urinaria pela
medicina popular, sejam decorrentes de uma af;éo sinérgica entre os

distintos principios ativos presentes nestas plantajs.

Os resultados apresentados nesta dissertat!:éo estdo em fase final

de publicagao sob os titulos:

| response induced by

“Mechanisms involved in the contractile
the hydroalcoholic extract of Phyllanthus uriniaria on the guinea pig
isolated trachea: Evidence for participation oii tachykinin and influx
of extracellular Ca®* sensitive to ruthenium red’i |
Paulino, N.; Cechinel-Filho, V.; Pizzolatti, M.G.; funes,' R.A. and Calixto,
J.B.

Gen. Pharmacol. 27: in press, 1996.

“The relaxant effect of extract of Phyllanthusiurinaria in the guinea

i

pig isolated trachea. Evidence for invoiven‘ient of ATP-sensitive

potassium channels”

Paulino, N.; Cechinel-Filho, V.; Yunes, R.A. and Calixto, J.B.

J. Pharm. Pharmacol. in press (Aceito para publi!l:agéo em 17 de abril de
1996).

A analise do efeito relaxante do gaiato d¢ metila e do galato de

final de concluséo.

etila, faram parte de um trabalho que esta em fasg
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6 - RESUMO E CONCLUSOES

1 - No presente estudo foram analisados os mecanismos envolvidos nas
respostas contrateis e relaxantes induzidas pelo extrato hidroalcoélico
(EH) e de alguns dos constituintes quimicos isolados do Phyllanthus

urinaria (Euphorbiaceae) na traquéia isolada de cobaia (TC).

2 - O EH de Phyllanthus urinaria causou contragdo sustentada e
concentragao-dependente na TC com CEso de 284,4 (216,4 - 373,9) ug/mi
e resposta maxima (Rmax) de 580 £ 35 mg de tensdo. A contragdo induzida
pelo EH foi inibida na presenga de solugdo sem célcio, foi parcialmente
afetada pela nicardipina (1 uM), mas nao pela o-conotoxina (0,1 .uM), ou
pela tetrodotoxina (0,1 uM). A indometacina (3 uM, inibidor da ciclo-
oxigenase) aboliu a contragdo causada pelo EH, entretanto nem o inibidor
de tromboxano A, (L 655.240, 1 uM), nem o antagonista seletivo de
receptores de leucotriéno D4 e E4 (MK 571, 1 uM) ou antagonista de PAF
(WEB 2086, 1 pM), néo interferiram com o efeito do EH. Tanto as
contragbes induzidas pelo EH, quanto aquelas produzidas pela capsaicina
foram inibidas pelo vermelho de ruténio (0,1 - 3 uM, bloqueador de canal
idnico acoplado ao receptor vanildide). Além disso, a contragdo produzida
pela capsaicina, mas ndo a do EH de P. urinaria, foi antagonizada pela
capsazepina (antagonista de receptor vanildide). Os antagonistas
seletivos de receptores das taquicininas, NK;, o FK 888 (1 uM), e NK;, SR

48968 (1 uM), antagonizaram a contragdo produzida pelo EH de P.
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urinaria, enquanto que a associagdo de ambos (1 uM cada) praticamente

aboliu essa resposta.

3 - Os compostos isolados do P. urinaria, quercetina, rutina e geranin,
também produziram contragédo das preparagoes de TC, com CEso de 0,62,
63 e 25 uM, e Rnax de 1.240 £ 40, 910 £ 37 e 1.090 £ 30 mg de tenséo,
respectivamente. Essas respostas foram dependentes do calcio
extracelular e sensiveis ao cloreto de niquel (bloqueador nido seletivo de
canais de cations 1 mM), mas ndo foram afetados pela nicardipina (1 uM)
ou pela o-conotoxina (0,1 uM). Contudo, as contragbées produzidas pela
quercetina, rutina ou geranin, ndo foram antagonizadas pelo vermelho de
ruténio (3 uM), pela capsazepina (1 uM), nem pelos antagonistas

taquicinérgicos (FK 888 e SR 48968) (1 uM cada).

4 - Em concentragdes mais elevadas, o EH do Phyllanthus urinaria induziu
resposta relaxante sobre a musculatura lisa da TC com ou sem epitélio.
As CEso; médias para esses efeitos foram 2,00 (1,47 - 2,78) mg/ml e 1,94
(1,41 - 2,67) mg/ml, respectivamente, com Rna de 627 £ 12 e 717 + 16 mg

de tensédo, respectivamente.

5 - O efeito relaxante do EH do P. urinaria parece ser mediado por
ativagcdo de canais de potassio modulados por ATP, uma vez que a
glibenclamida (0,1 e 3 uM), deslocou significativamente a curva ao EH a

direita. Além disso, o relaxamento produzido pelo EH foi parcialmente
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afetado pela incubagdo do antagonista de receptores p-adrenérgicos
(propranolol 1 uM), e pelo antagonista de receptores do peptidio

vasoativo intestinal ([D-p-Cl-Phe®,Leu’JVIP (0,1 uM).

6 - O acido galico (0,1 uM - 1 mM), o galato de metila e o galato (10 nM -
30 uM) isolados do extrato de acetato de etila do P. urinaria causaram
relaxamento concentratagao dependente na TC, sendo que a resposta ao
acido galico foram dependentes do epitélio. Os relaxamentos produzidos
pelo gaiato de metila e pelo galato de etila na TC sem epitélio
apresentaram CEso médias de 1,8 (1,2 - 2,2) yM e 0,7 (0,6 - 0,8) uM, com

Rmax de 500 + 25 mg e 666 + 12 mg de tensao, respectivamente.

7 - Os efeitos relaxantes do gaiato de metila e galato de etila foram
antagonizados por concentragbes altas de KCl no meio de incubacao (80
mM), ou na presenga de bloqueador de canais de potassio nao seletivo,
o tetraetilamonio (100 e 300 uM). Essas respostas foram também
parcialmente antagonizadas pelo bloqueador de canais de potassio
modulados por ATP, a glibenclamida (3 uM), e pelo bloqueador de canais
de potassio de alta condutancia modulado por calcio, a caribdotoxina (0,1
uM), mas nao foram inibidas pelos antagonistas de receptores de VIP ([D-
p-Ci-Phe® Leu'’]VIP, 0,1 uM) ou de receptores p-adrenérgicos
(propranolol, 1 uM), nem tampouco foram afetadas pelo azul de metileno

(inibidor da guanilato ciclase solavel, 10 uM), pelo SQ 22536 (inlbidor da
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adenilato ciclase, 3 ou 10 uM), nem pela L-NOARG (inibidor da éxido

nitrico sintase, 300 uM).

8 - Ensaios preliminares para a determinagdo bioquimica dos niveis de
AMPc e GMPc, nas TC apébds incubagdao com forskolin (10 uM),
nitroprussiato de sédio (3 uM), galato de metila ou gaiato de etila (10 uM)
incubados por 5 minutos, demonstraram que o forskolin (ativador seletivo
da adenilato ciclase) produziu aumento significativo dos niveis de AMPc,
enquanto que o nitroprussiato de sédio (3 uM), aumentou
significativamente os niveis de GMPc. No entanto, os niveis de ambos
nucleotidios ciclicos ndo foram afetados apés incubagédo das preparagdes

com os gaiatos isolados do P. urinaria.

9 - Em conclusao, os resultados apresentados neste estudo demonstram
que o EH obtido do P. urinaria induz contragéo seguida de relaxamento
na TC. Ambas as ag¢les ocorreram de forma concentragdao-dependente,
sendo esses efeitos mediados por distintos compostos com a participagéo
de varios sistemas efetores. A resposta contratil parece ser dependente
da ativagédo de receptores das taquicininas do tipo NK; e NK;, além de
envolver a liberagcdo de metabdlitos derivados do acido araquiddnico,
sensivel a indometacina. Além disso, a contragdo causada pelo EH de P.
urinaria na TC depeﬁde também da estimulagdo de fibras sensoriais

aferentes sensiveis ao vermelho de ruténio, mas ndo a capsazepina.
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As respostas contrateis produzidas pelos compostos isolados do P.
urinaria, a quercetina, a rutina e o geranin a exemplo do EH, envolvem
mobilizagdo de calcio extracelular através de canais de cétions,
sensiveis ao cloreto de niquel, mas ndo parecem ser decorrentes da
estimulagdo de canais de célcio do tipo L ou N dependentes de voltagem.
Essa contragao, ao contrario daquela produzida pelo EH néao é decorrente
do estimulo sobre o sistema taquicinérgico e vaniléide, ndo sendo
bloqueadas pelos antagonistas de taquicininas, ou pelo vermelho de
ruténio.

O relaxamento causado pelo extrato esta relacionado com a
presenga do gaiato de metila e galato de etila, sendo esses efeitos
dependentes da ativagdo de canais de potassio modulados por ATP
sensiveis a glibenclamida e por canais de potassio de alta condutancia
modulados por calcio sensiveis a caribdotoxina. Além disso, parte dessas -
agbes parecem estar relacionadas a estimulagdo de receptores -
adrenérgico ou de receptores de VIP. -

Analisados em conjunto, esses resultados podem contribuir, pelo
menos em parte, para explicar as agdes antinociceptivas especialmente
nos modelos de dor neurogénica, e outros usos medicinais dessa e de
outras espécies de Phyllanthus relacionados ao tratamento de afecgdes
renais demonstradas em estudos anteriores neste em outros laboratérios.
Contudo, a existéncia de diversos compostos ativos sugere fortemente
que as agbes farmacoldgicas do EH de P. urinaria decorrem de efeito

sinérgico entre os varios compostos presentes nesta planta.
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8- ABSTRACT

1- The purpose of the present study was to investigate some of the
mechanisms involved in the contractile and relaxant responses caused by
the HE and some compounds isolated from P. urinaria in the guinea pig

trachea “in vitro”.

2 - The hydroalcoholic extract (HE) of stems, leaves and roots from P.
urinaria (Euphorbiaceae) (1 - 3000 mg/ml), caused graded contraction in
guinea pig trachea (GPT) (ECso 284.4 ng/ml and maximal response 580 £

35 mg), being more effective in preparations without epithelium.

3 - The contraction induced by HE was slightly affected by tetrodotoxin
(0.3 uM) and nicardipine (1 uM), but was unaffected by o-conotoxin,
atropine, mepyramine or staurosporine (ali 1 uM). Indomethacin (3 pM)
greatly inhibited HE contraction, but MK 571 (leukotriene D4 and E4
antagonist) caused a partial inhibition, while L-655,240 (thromboxane A;

antagonist) and WEB 2086 (PAF antagonist) (all 1 uM) were ineffective.

4 - The contraction induced by HE was markediy inhibited in a Ca®*'-free

solution and was partially affected in GPT desensitised to capsaicin (10

uM).
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5 - Capsazepine (capsaicin antagonist, 3 uM) antagonized contractions to
capsaicin, leaving responses to HE unaffected. In contrast, ruthenium red
(an ionic channel antagonist coupled to vanilloid receptors of capsaicin)
(0.1 - 3 uM) caused graded and equipotent non-competitive inhibition of
HE and capsaicin-induced contractions, but had no effect on carbachol-

and prostaglandin E,-mediated responses.

6 - FK 888 and SR 48968 (NK; and NK:; receptor antagonists,
respectively) (both at 1 uM) antagonized through a competitive
mechanism contraction to SP and [R-ala’]NKA (4-10) respectively, but
antagonized, through a non-competitive mechanism, HE-mediated

contraction.

7 - We concluded that contraction to HE in GPT is modulated by the
epithelium, depends on the release of cyclo-oxygenase metabolite, and
relies largely upon an extracellular Ca®* influx that is highly sensitive to
ruthenium red, but is insensitive to L and N-type of voltage sensitive Ca*
channel antagonists. In addition, NK; and NK; tachykinins, but not

vanilloid receptors, play an important role in mediating its response.

8 - The compounds isolated from P. urinaria, quercetin, rutin and geraniin,
produced concentration dependent contraction on GPT, with means ECso
of 0.62, 63 e 25 uM, e Rnmax. 1,240 + 40, 910 + 37, 1,090 + 30 mg of
tension, respectively. These response were dependent of extracellular

calcium and sensitive to nikel chioride (non selective cation channels
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blocker, 1 mM), but were not affected by nicardipine (1 uM) or e-conotoxin
(0.1 uM). Contraction produced by quercetin, rutin and geraniin, were not
antagonized by ruthenium red (3 uM), capsazepine (1 uM), or by

tachykinin receptor antagonists (FK 888 and SR 48968) (1 uM each).

9- In high concentration (0.1 - 10 mélml) the HE of P. urinaria caused
concentration dependent relaxation in GPT pre-contracted by carbachol
with or without epithelium with mean ECso values of 1.94 (1.41 - 2.67)
and 2.00 (1.47 - 2.78) mg/ml and Emax 0of 717 mg (£ 16) and 627 mg (+

12), respectively.

10 - The relaxation in response to HE, like that of cromakaiim (ECso 3.57)
uM iﬁ GPT without epithelium, was fully abolished in presence of high KClI
concentrations (80 mM), and was significantly attenuated by
tetraethylammonium (10 or 30 mM) or by glibenclamide (0.1 or 3 uM).
However, the relaxation caused by the HE was unaffected by apamin (0.1
or 1.0 uM), nitro-L-arginine (L-NOARG, 100 uM), methylene blue (10 uM)
or by CGRP (8-37) (a CGRP antagonist, 0.1 uM). Both propranolol (1 or 3
uM) and [D-p-Cl-Phe®,Leu'’]VIP (a vasoactive intestinal peptide receptor
antagonist, 0.1 uM) produced a significant displacement to the right
(about 2-fold) of the relaxation response to HE of P. urinaria. In addition,
both methyl and ethyl gallate in concentration which they produced

consistent relaxation failed to change the cAMP and cGMP levels in GPT.
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11 - Thus, the present results indicate that the ATP-activated potassium
channels sensitive to glibenclamide, but not the small conductance
calcium-activated potassium channels sensitive to apamin, largely
contribute to the relaxation of the HE of P. urinaria in GPT. In addition,
both B. and VIP-mediated responses seem to account, at least in part, for
the relaxation of the HE, as its relaxant response was partially attenuated

by both propranolol and VIP receptor antagonist.

12 - Addition of gallic acid (0.1 uM - 1 mM), methyl gallate and the ethyl
gallate (10 nM - 30 uM) isolated from ethyl acetate extract of P. urinaria
caused concentration dependent relaxation in the GPT with means ECsp
1.8 puM and 0.7 pM, and Rmax. Of 500 + 25 mg and 666 + 12 mg of

tension, respectively.

13 - Both compounds caused dependent relaxation in GPT pre-contracted
by 20 and 40 mM of KCI, but their maximal responses were significantly
reduced. In GPT pre-contracted by high KCl| concentration (80 mM), both

ethyl gallate and methyl gallate did not cause any relaxation.

14 - Relaxations caused by both ethyl and methyl gallate in GPT were
inhibited significantiy in the presence of tetraethylammonium (100 uM)
and by charibdotoxin (100 nM), but were not affected by apamin (100 nM).

Furthermore, glibenclamide (3 uM), produced a displacement to the right
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of the relaxant concentration response curve to both methyl and ethyl

gallate.

15 - Methylene blue (3 and 10 uM) caused a discrete displacement to the
right of the relaxant response induced by methyl gallate, but had no
significant effect on the ethyl gallate response. SQ 22536 (an inhibitor of
adenylate cyclase, 3 and 10 uM), caused a marginal inhibition of methyl
gallate-mediated relaxation, but had no effect against methyl gallate

relaxation.

16 - These data demonstrate that as reported previousiy for the
hydroalcoholic extract of P. urinaria, both methyl and ethyl gallate
isolated from this plant, produced a direct and concentration dependent
relaxation in GPT pre-contracted by histamine. The mechanism‘s
underlying their relaxation response is not completely elear, but great part
of their action involve an activation of high conductance charybdotoxin
sensitive calcium-activated potassium channels, and to a lesser extent,
ATP-sensitive potassium channels. Taken together, the results of the
present study can account for, at least partially, some of the reported “in
vitro” and “in vivo” pharmacological properties for the P. urinaria and

other species of this genus.
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