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RESUMO

O trabalho descrito nesta dissertacdo refere-se ao estudo do extrato bruto metanolico
da espécie Lupatorium littorale e dos flavonoides hispidulina e eupafolina isolados, na
mobiliza¢do de calcio em musculatura lisa ndo vascular e em musculatura esquelética.
Pudemos verificar que o extrato bruto metanolico, na musculatura lisa ndo vascular,
apresentou pelo menos um componente com agdo colinolitica competitiva reversivel e um ou
mais componentes ndo-competitivos, que provavelmente, ndo estdo envolvendo o bloqueio de
canais de célcio do tipo L. O extrato bruto, na musculatura esquelética de anfibios, parece
estar atuando sobre os receptores dihidropiridinicos, sobre os receptores rianodinicos ou em
ambos e, possivelmente, a presenga do calcio extracelular ¢ um fator importante para sua
atividade. O extrato bruto metandlico em diafragma de camundongos aumentou a amplitude
de contragdo e as contraturas isométricas induzidas eletricamente. Estas contra¢des foram
praticamente anuladas apos a adi¢do de dantrolene, um inibidor da liberagdo de célcio do
reticulo sarcoplasmatico. O extrato manteve seu efeito quando incubado com o musculo sem
estimulagdo elétrica.

Os flavonoides hispidulina e eupafolina em mistura na propor¢do de 1:1, na
musculatura lisa ndo vascular, demonstraram atividade antagonista competitiva, sendo que
apos a retirada e lavagem da preparagdo houve deslocamento da curva concentragdo-efeito de
acetilcolina para a esquerda. Os efeitos observados com os flavonéides parecem ndo envolver
os canais de calcio do tipo L. Os flavonoides, testados separadamente, no musculo esquelético
de anfibio, potencializaram a contratura cafeinica, podendo indicar envolvimento com a

liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico.
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ABSTRACT

The work described in this dissertation refers to the study of the methanolic crude
extract of Fupatorium littorale and of the isolated flavonoids hispidulin and eupafolin, on the
mobilization of calcium in not vascular smooth musculature and in skeletal muscle. We
verified that the methanolic crude extract, in not vascular smooth musculature, presented at
least a component with cholinolitic reversible competitive action and one or more non-
competitive components, that probably, are not involved with the blockade of L-type calcium
channels. The crude extract, in skeletal muscle of amphibians, seems to be acting on the
dihydropyridine receptors, on the ryanodine receptors or in both and, possibly, the presence of
extracellular calcium is an important factor for its activity. The methanolic crude extract in
diaphragm of mice, increased the contraction and the isometric contractures induced
electrically. These contractions were practically canceled after the dantrolen addition, an
inhibitor of the release of calcium from the sarcoplasmic reticulum. The extract maintained its
effect when incubated with the muscle without electric stimulation.

The flavonoids hispidulin and eupafolin in mixture in the proportion of 1:1, in not-
vascular smooth musculature, demonstrated competitive antagonistic activity, and after the
wash of the preparation had displaced the acetylcholine concentration-effect curve for the left.
The effects observed with the flavonoids seem not to be involved with L-type calcium
channels. The flavonoids, tested separately, in the skeletal muscle of amphibian, potencialized
the caffeine contracture, that could indicate involvement with the release of calcium from the

sarcoplasmic reticulum.



1 - INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde a mais remota antigtidade,
segundo relatam os testemunhos historicos pertencentes as diferentes civilizagdes e culturas,
entre eles, os egipcios, os babilonicos, 0s assirios e 0s gregos.

Com a evolug@o da quimica, a partir do século XIX, modificou-se a forma de utilizagido
das plantas, do uso direto destas e seus preparados. Passou-se a utilizar as moléculas ativas
nelas contidas chegando-se a reproduzir artificialmente a substincia ativa isolada. Em
conseqiiéncia, relegou-se a um segundo plano as plantas que originavam estas substancias.

Os principais obstaculos ao emprego universal dos medicamentos industrializados sdo o
custo elevado das pesquisas que levam a sua descoberta e dos ensaios relativos a seguranga de
seu uso, o custo elevado da fabricagcdo propriamente dita e o nivel tecnologico exigido para
este processo.

Diante destes fatos, as plantas medicinais passaram a ser cogitadas novamente como
recurso terapéutico vidvel e sua importdncia vem sendo resgatada através de estudos
cientificos, devidos principalmente a crescente demanda por produtos medicamentosos a base
de plantas medicinais pela populagdo e conseqiientemente, o interesse pelas industrias do setor
farmacéutico.

Foi entdo que nas ultimas décadas do século XX, ocorreram dois fatos importantes que
ja produziram mudangas fundamentais na atitude do publico e dos cientistas em relagdo a
fitoterapia. Em primeiro lugar, a populagdo descobriu a utilidade dos medicamentos de origem
vegetal. A insatisfagdo com a eficacia e o custo da medicina moderna, aliada a admirago pelas
coisas ‘naturais’, levou milhdes de pessoas em todo o mundo a apreciar melhor o uso de

medicamentos naturais classicos para o tratamento de muitas doengas, geralmente de origem



benigna. Em segundo lugar, as principais indastrias farmacéuticas reconheceram que certas
plantas, que o povo sempre considerou ‘remédios’, provavelmente eram as melhores fontes de
componentes para novos medicamentos ou talvez pudessem servir-lhes de protétipo
(ROBBERS et al., 1997).

Os compostos de origem vegetal desempenham quatro papéis importantes na medicina
moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos extremamente uteis, cuja
produgdo e comercializagdo na forma sintética € dificil, se ndo impossivel. Entre eles estdo
grupos tao diversificados de substancias como os alcaldides da papoula produtora de 6pio, do
espordo do centeio e das plantas solanaceas, os glicosideos cardiotonicos da digital, a maioria
dos antibidticos e todos os soros, vacinas e produtos afins. De fontes naturais também sdo
retirados compostos basicos que podem ser ligeiramente modificados para tornarem-se mais
eficazes ou menos toxicos;, exemplos disso sdo as numerosas variagdes da molécula da
morfina. O terceiro papel desempenhado pelos produtos naturais ¢ sua utilidade como
protétipo ou modelo para medicamentos sintéticos que tenham atividades biologicas
semelhantes as dos originais; a procaina e os anestésicos locais similares costumam ser citados
como representantes dessa categoria (ROBBERS et al., 1997).

Hé um quarto papel desempenhado pelos produtos naturais, bem diferente dos acima
citados, mas ndo menos importante. Alguns produtos naturais contém compostos que
apresentam atividade pequena ou nula em si mesmos, mas que podem ser modificados por
métodos quimicos ou biologicos para produzir drogas potentes, ndo obtidas facilmente por
outros métodos. Por exemplo, o tratamento quimico e bioldgico do estigmasterol, que ocorre
em abundancia no 6leo de soja, permite a producdo em larga escala da hidrocortisona ou de

corticosteroides afins, compostos estes que ocorrem em pequenas quantidades na natureza.



Nao se podera estimar devidamente o valor dos produtos naturais como precursores de

medicamentos importantes (ROBBERS et al., 1997).

1.1 DESCRICAO BOTANICA

A Eupatorium littorale € classificada botanicamente, segundo CRONQUIST (1981):
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Sub-classe:  Asteridae

Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Eupatorium
Espécie: L. littorale Cabrera

A Eupatorium littorale Cabrera pertence a familia Asteraceae, que apresenta cerca de
1.100 géneros e 20.000 espécies (CRONQUIST, 1968).

As espécies do género Fupatorium, sdo plantas vivazes, originarias na sua maior parte
das zonas tropicais da América, sendo que no Brasil existem cerca de 300 espécies, que, para
seu melhor desenvolvimento preferem os lugares imidos (CRUZ, 1985). A grande maioria €
composta por plantas de pequeno porte, ervas, sub-arbustos, trepadeiras e excepcionalmente
arvores (JOLY, 1985).

O género Eupatorium possui flores sempre reunidas em inflorescéncia caracteristica, o
capitulo. As flores sdo pentameras, com calice profundamente modificado, transformado no

papilho (‘pappus’) e servindo a disseminacdo do fruto. Androceu formado por 5 estames



férteis com filetes e antenas introrsas, soldadas em um tubo que ¢ atravessado pelo estilete.
Ovario infero, bicarpelar, unilocular, com um sé 6vulo erecto. Os capitulos contém flores
tubulosas iguais e todas sdo hermafroditas (JOLY, 1985).

A Eupatorium littorale ¢ um arbusto de aproximadamente 1 metro de altura, com
caules arredondados, de 2 a 3 mm de diametro, densamente cobertos por pélos finos, curtos,
macios e erectos. Estes caules apresentam-se densamente folhosos até a inflorescéncia.
Possuem folhas alternas (entre-nds de 2-5 mm de distancia), com fasciculos de folhas em suas
axilas, sésseis, lineares, agudas no apice e atenuadas na base.

Seus capitulos sdo numerosos, dispostos em cumes corimbiformes, densos no apice dos
caules. Possuem receptaculos levemente concavos. As flores sdo rosadas com corola tubulosa
de 3,5 mm de largura, com apice pentadenteado (dentes triangulares de 0,5 mm de largura)

(CABRERA, 1959).
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Fig. 1: Aspecto geral da E. littorale Cabrera (SATO, 1985).

éncias da E. littorale Cabrera (SATO, 1985).

Fig. 2: Aspectos das infloresc




1.2 USOS POPULARES DO GENERO

O género FEupatorium possul muitas outras espécies, que vém sendo estudadas em
diferentes partes do mundo.

Existe uma ampla utilizagdo do género Lupatorium em diferentes areas, o que torna o
estudo da FE. littorale bastante promissor. No Vietnd, a pomada de eupolina, feita a partir do
extrato aquoso das folhas da F. odoratum, ¢ muito utilizada no tratamento de ferimentos
superficiais e de queimaduras. Estudos clinicos do extrato demonstraram efeitos
antimicrobianos e anticoagulantes, tanto quanto a promo¢do da recuperagdo do tecido no
processo de cicatrizagdo da ferida. Porém, o mecanismo pelo qual o extrato afeta as células
envolvidas no processo de cicatrizagdo ¢ desconhecido. Foram usados fibroblastos e células
epiteliais para investigar alguns dos efeitos in vifro do extrato da FE. odoratum, pois estas
células possuem papel crucial na cicatrizagdo. O crescimento celular foi avaliado por meio de
ensaio colorimétrico em intervalos de tempo diferentes (PHAN et al., 1998).

O aumento do crescimento de fibroblastos e de células epiteliais foi observado em
concentragdes de 10 pg/mL e 100 ug/mL do extrato, enquanto que a concentragdo de
250 upg/mlL foi considerada toxica para os fibroblastos, porém sem ocasionar danos
significativos para as células epiteliais. O resultado do estudo demonstrou que o extrato da £.
odoratum aumentou o crescimento de fibroblastos e de células epiteliais, o que poderia
explicar em parte os efeitos clinicos benéficos que tem sido descritos e observados (PHAN et
al., 1998).

Outro grupo de pesquisadores que estudaram a F. odoratum isolou e purificou o
composto 4°,5,6,7 — tetrametoxiflavona, um de seus principios ativos. A E. odoratum é uma

planta indigena da Tailandia que ha muito tem sido utilizada popularmente para estancar



hemorragias. Este composto foi estudado in vifro devido a atividade na coagulagdo sanguinea.
Os resultados demonstraram que o composto acelerou o tempo de coagulacdo pela ativagio
através da via intrinseca de coagulacdo, que envolve a reagdo dos fatores XII, XI, IX e VIII
(TRIRATANA et al., 1991).

O extrato cloroformico das partes aéreas da L. odorata, in vitro, (cepa CA-9KB),
demonstrou atividade citotoxica: DEsp = 20 ug/mL, enquanto que os flavonodides isolados
dessa planta ndo demonstraram atividade farmacologica (ARENE et al., 1978).

O extrato aquoso das folhas e caules da FE. odorata apresentou atividade
espasmogénica sobre o ileo de cobaia in vifro. Outros trabalhos indicam que o extrato
metanodlico das partes aéreas (1:1) possui atividade antiespasmodica sobre o ileo de cobaia, in
vitro, quando estas contragdes foram induzidas por histamina (FENG et al., 1962; BHAKUNI
et al., 1969).

A DLsy do mesmo extrato por via intraperitonial em camundongos ¢ igual a 1 g/kg
(FENG et al., 1962, BHAKUNI et al, 1969). Foi registrada a presenca de lactonas
sesquiterpénicas com propriedades citotoxicas no género Fupatorium (GUPTA, 1995).

No Brasil (no estado de Minas Gerais), CARVALHO et al. (1991), desenvolvem
estudos na atividade de plantas medicinais da flora brasileira contra a malaria. A pesquisa foi
iniciada com o extrato bruto de 33 plantas brasileiras escolhidas ao acaso e de 15 plantas
medicinais. Os extratos foram testados in vivo, na dose de 1 g/kg por 4 dias, em ratos
infectados com a forma sanguinea do Plasmodium berghei e a parasitemia foi determinada no
5° dia. Dessas 33 plantas, seis (Vernonia brasiliana, Eupatorium squalidum, Acanthospermum
australe, Esenbeckia febrifuga, Lisianthus speciosus e Tachia guianensis) foram parcialmente

ativas contra a malaria, inibindo entre 40 e 50 % a multiplicagdo do P. berghei. A percentagem



de resultados positivos obtidos neste estudo, comprovou a efetividade do conhecimento
etnofarmacolédgico na pesquisa de plantas medicinais (CARVALHO et al., 1991).

A Eupatorium laevigatum Lam. ¢ uma planta comum na regido central do Brasil, onde
¢ vastamente utilizada em lesOes tais como a afta bucal. Esta ulcera inflamatoria afeta cerca de
50 % da populagdo. O estudo realizado por PAULO FILHO (2000), na Universidade de
Brasilia, se desenvolveu em duas fases. Para a primeira fase uma preparagdo fitoterapéutica do
extrato da £. laevigatum foi formulada em orabase, base apropriada para a mucosa bucal. O
estudo avaliou a seguranga toxicoldgica da preparagdo em 20 voluntarios sadios, através de
valores bioquimicos, hematologicos e de urinalise e através de exame intrabucal. Na segunda
fase do estudo foi realizada uma comparagdo duplo-cega com a triamcinolona 0,01 % em
orabase, com 60 pacientes. Os pacientes sadios toleraram bem a preparagdo fitoterapéutica e
nenhum efeito adverso pode ser atribuido ao seu uso. Nos estudos clinicos, apos 5 dias de
tratamento, 40 % dos pacientes que utilizaram a preparacdo e 26,7 % que utilizaram a
triamcinolona obtiveram completa cura das ulceras. A dor foi aliviada em 70 % dos pacientes
do grupo fitoterapéutico e em 33,3 % do grupo triamcinolona.
sobre o crescimento do Bacillus subtilis quando em meio de cultura quimicamente definido,
mas ndo em meio natural complexo. O principio ativo foi isolado e o estudo de suas
propriedades, com auxilio da espectrometria de massa, determinou que se tratava de um acido
sesquiterpénico (RAO et al., 1981).

A inatividade observada contra o B. subtilis em um meio natural complexo, deve-se a
presenca do acido glutdmico no meio, que € capaz de inibir em 90 % a atividade do acido

sesquiterpénico (RAO et al., 1981).



HABTEMARIAM et al, em 2000, na Universidade de Greenwich (Londres)
investigaram a atividade citotoxica e antibacteriana do extrato etandlico das folhas da
Eupatorium perfoliatum. Este extrato demonstrou potente atividade citotoxica com valores de
CEsy (12-14 pg/ml) compardveis ao agente citotoxico padrdo, o clorambucil. O extrato
apresentou atividade antibacteriana fraca contra os organismos gram-positivos testados
(Staphilococcus aureus e Bacillus megaterium).

A atividade anti-viral de 10 plantas medicinais da América do Sul foram estudadas por
ABAD et. al. (1999), entre elas a Eupatorium articulata e a E. glutinosum. Foi realizado um
‘screening’ de atividade anti-viral in vifro contra o virus do herpes simplex tipo I (HSV-1), o
virus da estomatite vesicular (VSV) e o poliovirus tipol. O extrato da £. articulata apresentou
boa atividade contra o HSV-1 e o VSV com 125 e 250 ug/mL, respectivamente. O extrato
aquoso da F. glutinosum (50-125 pg/mL) também inibiu a replicagdo do VSV, mas nenhuma

das plantas testadas teve qualquer efeito na replicagdo do poliovirus.

1.3 ESTUDOS REALIZADOS COM A E. littorale

No Brasil, na Universidade Federal do Parana (UFPR), trés trabalhos com a
Eupatorium littorale foram realizados. O primeiro foi desenvolvido por SATO (1985) no
Departamento de Botanica, com parceria do Departamento de Farmacia, e aprofundou os
conhecimentos na area fitoquimica. Varias substancias quimicas foram isoladas das partes
acreas da F. littorale, porém as maiores evidéncias foram relativas a presenca dos flavonodides.
A identificagdo foi efetuada por Cromatografia em Camada Delgada (C.C.D.) analitica. O
isolamento e a purificagdo foram efetuados por C.C.D. preparativa e por coluna

cromatografica. Algumas fragdes revelaram a presenca de rutina que foi posteriormente
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confirmada por C.C.D. analitica, ponto de fusdo e espectrometria de absor¢ao no ultra-violeta.
A aglicona foi identificada por C.C.D. analitica e pelo ponto de fusdo do material hidrolisado,
como sendo a quercetina. Os aglicares componentes da rutina, foram identificados por C.C.D.
analitica, como sendo a glicose e ramnose. O flavonoide isolado € provavelmente a quercetina
3-rutinosideo (SATO, 1985).

A rutina € encontrada em muitas plantas, juntamente com o bioflavondide citrico
hesperidina, também chamada de vitamina P ou fator de permeabilidade. Ambas tém historia de
uso no tratamento de varios quadros caracterizados por sangramento capilar e fragilidade
capilar. As evidéncias da eficacia terapéutica da rutina e dos bioflavondides citricos ndo sdo
conclusivas, e os produtos que os contém ndo sdo comercializados com fins medicinais nos
Estados Unidos, somente estdo incluidos em algumas prepara¢cdes como suplemento alimentar
(ROBBERS et al., 1997).

Considerando estes dados, um segundo trabalho desenvolvido na UFPR foi realizado
por MORIKAWA (1995) no Departamento de Farmécia com contribui¢gdo do Departamento
de Farmacologia para investigar alguns dos efeitos farmacologicos. Neste trabalho foram
verificadas as substancias quimicas presentes na F. littorale (4cidos fixos, esteroides e/ou
triterpenos, heterosideos antocidnicos e flavonicos, taninos condensados e hidrolisaveis)
através de ‘screening’ fitoquimico, confirmando a significativa presenca de flavondides
(MORIKAWA, 1995).

Os flavonodides compreendem um vasto grupo de compostos de carbono - hidrogénio -
oxigénio (C6-C3-C6) incluindo as flavonas, flavonois, flavononas e seus derivados
(GEISSAMN, 1962); estdo largamente distribuidos na natureza e mais de 33 atividades
biologicas ja foram descritas para este grupo de substincias (FARNSWORTH, 1966).

Revisdes publicadas na década de S50 ja relatavam esta grande variedade de agdes



11

farmacolégicas dos flavonoides (BIGGERS, 1959; BARDBURY e WHITE, 1954; CHENG et
al., 1955; BOHM, 1959) e ainda existem trabalhos descrevendo a atividade citotoxica dos
flavondides (AMBROSE et al., 1952), tornando este grupo de compostos de grande interesse
para Quimicos e Farmacologistas.

Atualmente existem novas linhas de pesquisa envolvendo flavonoides, tais como a
quercetina e a rutina. Na Alemanha, MELZIG ¢ LOOSE (1998) examinaram os efeitos
citotoxicos do lipopolissacarideo (LPS) na proliferagdo das células endoteliais adrticas bovinas
in vitro. A citotoxicidade induzida pelo LPS foi atenuada por alguns flavonodides, tais como a
catequina, a miricetina, a quercetina, a hesperidina e a rutina. A hipdtese foi estruturada no
fato de que a inibi¢do da citotoxicidade, induzida pelo LPS em cultura de células, pelos
flavonodides poderia estar sendo mediada via inibi¢do de tirosina-quinases (MELZIG e LOOSE,
1998).

Na area farmacoldégica MORIKAWA (1995) realizou testes gerais de atividade, edema
de pata induzido por carragenina, permeabilidade vascular e indug@o do sono barbittrico. Nos
testes gerais foram observados sinais indicativos de leve depressdo do Sistema Nervoso
Central (S.N.C.), porém o resultado sobre o sono barbiturico e os demais testes realizados ndo
confirmaram a sugestdo de efeito depressor sobre 0 S. N. C. .

No Departamento de Quimica, da Universidade Federal do Parana, FREHSE (1999)
isolou os flavonodides hispidulina (5,7,4’-triidroxi-6-metoxi-flavona) e eupafolina (5,7,3°,4°,-
tetraidroxi-6-metoxi-flavona) ja descritos por possuirem atividade citotoxica (KUPCHAN,
S M. et al,, 1969) e pela primeira vez descritos nesta espécie (FREHSE, 1999).

Utilizando o método do disco de acordo com Kirby e Bauer (KONEMAN et al,,
1994), foi testada a atividade antimicrobiana do extrato frente as cepas bacterianas de

Enterococcus faecalis (n° ATCC 29.212), Staphylococcus aureus (n° ATCC 25.923), Shigella
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Sflexneri (n°® ATCC 12.022), Escherichia coli (n° ATCC 25.922) e Pseudomonas aeruginosa
(n° ATCC 27.853). O extrato metandlico das folhas de Eupatorium littorale foi capaz de inibir

o crescimento de S. aureus, o que sugere a presenga de substancia(s) com propriedade(s)

antimicrobiana(s) nesta planta (FREHSE, 1999).

1.4 FLAVONOIDES DA E. littorale

Através do uso de CLAE-FR, foi realizada a quantificagdo dos flavondides hispidulina
e eupafolina no extrato metanolico das folhas de F. littorale e, desta maneira, ficou
determinado que no material botanico pesquisado, a eupafolina esta presente na concentragio

de 0,29% e a hispidulina em 0,21% (FREHSE, 1999).

OH O OH O
1 - Hispidulina 2 - Eupafolina

Na China, TAN et al. (1999), isolaram véarias substancias, entre elas a hispidulina, das
partes aéreas de espécies de Artemisia e realizaram testes relacionados a atividade anti-fingica.
Sflavus, Geotrichum candidum, Trichophyton rubrum e Epidermophyton flocossum.

FERRANDIZ et al. (1994) investigaram os efeitos do flavondide hispidulina na

hepatotoxicidade induzida por bromobenzeno em ratos. Este agente toxico causa lesdo
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hepatica, peroxidagdo lipidica no figado, além de uma grande deplecdo de glutation. A
hispidulina, administrada em doses entre 50 e 150 mg/kg i.p., tendo como padrdo a N-acetil-L-
cisteina, que inibe a lesdo e a peroxidacdo lipidica hepatica, na maior dose testada, foi capaz de
reduzir a deple¢do de glutation induzida pelo bromobenzeno. Este efeito hepatoprotetor pode
estar relacionado com as propriedades antioxidantes da hispidulina (FERRANDIZ et al,
1994).

A atividade da hispidulina como varredora de anions superdxidos e como antioxidante
foram estudadas por CHEN (1990) e SANZ et al. (1994). Os anions superoxidos foram
gerados em um sistema de fenazina metosulfato - NADH e foram desenvolvidos através da
reducdo do ‘nitroblue tetrazolium’. Os valores de concentra¢do que alcangaram 50 % da
inibi¢io da peroxidacdo lipidica em figado de rato homogeneizado foram na ordem de 10° M
para a hispidulina (CHEN, 1990).

Estudos na atividade da hispidulina na agregacdo plaquetaria foram realizados por
BOURDILLAT et al., em 1988. A hispidulina e a teofilina inibem a agregagdo plaquetaria
mediada pela adenosina-5’-monofosfato, acido araquidénico, PAF e colageno. A hispidulina
foi 100 vezes mais potente que a teofilina. A PGE1 ndo modificou o efeito anti-agregante da
hispidulina, mas potencializou o efeito da teofilina. A hispidulina ndo teve efeito na acgdo
controle do AMPc nas plaquetas em 4 vezes. O PGEI1 teve um pequeno efeito nos niveis de
AMPc induzidos pela hispidulina, mas aumentaram em 3 vezes os niveis de AMPc induzidos
pela teofilina. Os niveis de AMPc¢ induzidos pela teofilina (10mM) ndo foram alterados pela
hispidulina. Foi demonstrada uma correlagdo entre a inibicdo da agregagdo plaquetaria e o

aumento dos niveis de AMPc induzidos pela hispidulina. Esses dados sugerem que a
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hispidulina pode inibir a agregagdo plaquetaria através da elevacdo dos niveis de AMPc¢ por um
mecanismo diferente daquele da teofilina ou da PGE1 (BOURDILLAT et al., 1988).

Na musculatura lisa ndo vascular, a hispidulina em baixas concentragdes (107 a 3x10°
M) causa contragdo dependente da concentragcdo em ileo isolado de cobaia e apenas um leve
relaxamento dos anéis traqueais de cobaia. Em concentra¢des mais elevadas (até 3x10™ M),
causa relaxamento dependente da concentracdo do ileo e da traquéia, esses efeitos sdo
reversiveis apos a remogdo do composto. Em concentra¢des de 107 a 3x10™ M, a hispidulina
ndo tem nenhum efeito sobre o tdnus de contra¢do induzido pela epinefrina em artéria
pulmonar de cobaia (ABDALLA et al., 1988).

A hispidulina causa um desvio para a direita nas curvas concentragdo-resposta
cumulativas induzidas pela acetilcolina em ileo e traquéia e inibe significativamente a contragio
maxima induzida pela acetilcolina (ABDALLA et al., 1988).

Em solucdo despolarizante, isenta de calcio, a hispidulina causa tanto um desvio para
direita, quanto uma redugdo da contragdo maxima, das curvas de concentragdo-resposta
cumulativas induzidas pelo CaCl, no ileo, na traquéia e nas artérias pulmonares. Em solugio
contendo EGTA, isenta de calcio, a hispidulina causa inibi¢gdo concentra¢do-dependente das
contragcdes induzidas pela epinefrina em artérias pulmonares e pela histamina no ileo
(ABDALLA et al., 1988).

Os autores sugerem que a hispidulina pode interferir com a ligagio do Ca’ aos
receptores do Ca’™’, nas células musculares lisas e/ou com a liberagdo de Ca'" dos estoques
intracelulares induzidos por agonistas. Menos provavelmente, a hispidulina pode interferir com
o influxo de Ca"" através da membrana da célula muscular lisa (ABDALLA et al., 1988).

HAZEKAMP et al. (2001), observou a atividade espasmolitica do extrato etanolico do

Clerodendrum petasites, de forma dependente da concentracio no musculo liso traqueal
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isolado de cobaias, quando exposto a concentragdes crescentes de histamina. O principio ativo
isolado foi identificado como sendo a hispidulina. A partir desse resultado os autores sugerem
que a hispidulina pode ser benéfica no tratamento da asma.

A eupafolina foi citada em alguns trabalhos por possuir atividade citotdxica, porém
ainda existem poucos estudos envolvendo este flavondide (KUPCHAN, 1969; TAN et al,,
1999; ELEMA et al., 1989).

Tendo em vista a presenca de flavonoides na Fupatorium littorale, considerando que
estes flavonodides apresentam uma grande variedade de efeitos farmacoldgicos, entre eles,
citotoxicidade, atividades anti-fingicas, anti-oxidantes e anti-hepatotoxicas, este trabalho teve
por objetivo avaliar os efeitos do extrato bruto metanolido da espécie Eupatorium littorale e
de seus dois flavonodides isolados, a hispidulina e a eupafolina, na mobilizagdo de calcio na

musculatura lisa ndo vascular e na musculatura esquelética.
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2 - OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos farmacologicos do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale

e de seus flavondides isolados e purificados, hispidulina e eupafolina, na mobilizagdo de calcio

na musculatura lisa ndo vascular e na musculatura esquelética.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Estudar os efeitos do extrato bruto metandlico da FEupatorium littorale na

musculatura lisa ndo vascular;

2.2.2 Estudar os efeitos dos flavonoides isolados, hispidulina e eupafolina, na

musculatura lisa ndo vascular;

2.2.3 Estudar os efeitos do extrato bruto metandlico da FEupatorium littorale na

musculatura esquelética;

2.2.4 Estudar os efeitos do flavonoide hispidulina na musculatura esquelética;

2.2.5 Estudar os efeitos do flavonoide eupafolina na musculatura esquelética.
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3 - MATERIAL

3.1 MATERIAL BOTANICO

As partes aéreas da Fupatorium littorale foram coletadas no Municipio de Piraquara,
Regido Metropolitana de Curitiba, proximo a Serra do Mar, na primeira quinzena de abril de
1997.

Exemplares, do material estudado, foram comparados com o material botanico
depositado no herbario do Departamento de Botanica, do Setor de Ciéncias Biologicas, da
Universidade Federal do Parand, sob numero UPCB 12.400, de 05 de janeiro de 1984
(FREHSE, 1999).

Os flavondides isolados e purificados do extrato bruto metanolico, a hispidulina e a
eupafolina, foram fornecidos pelo Professor Dr. Bras Heleno de Oliveira, do Departamento de

Quimica, da Universidade Federal do Parana.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 Ratos (Ratus norvegicus variedade: Wistar):

Foram utilizadas ratas fémeas, adultas, pesando entre 180 e 200 g, da colonia do
biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura, umidade e iluminag@o, tratados com 4gua e ragdo balanceada “ad

libitum”.
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3.2.2 Camundongos (Mus musculus — linhagem obtida do cruzamento entre Black
10 e Swiss):

Foram utilizados camundongos fémeas, adultas, pesando entre 20-25 g, da coldnia do
biotério da Universidade Federal de Sdo Paulo - Escola Paulista de Medicina. Os animais
foram mantidos em condigdes controladas de temperatura, umidade e iluminagdo, tratados com

agua e ragdo balanceada “ad libitum”.

3.2.3 Ras (Rana catesbeiana):

Foram utilizadas rds de ambos os sexos, adultas, pesando de 100 a 200 g, fornecidas
pelo Ranario Ranaluz, de S3do José dos Pinhais (PR), criadas com ragdo de peixe
industrializada. Estes animais foram mantidos no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR, a temperatura ambiente, em local gradeado contendo um tanque e sendo alimentados

esporadicamente com neonatos de camundongos.
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4 - METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO

As folhas do vegetal, apos a coleta, foram separadas das flores e caules. As folhas
(1,0 kg) foram secas a 40°C, trituradas e extraidas duas vezes com metanol a 25°C. O
solvente foi evaporado a pressdo reduzida produzindo o extrato bruto metanolico (132,57 g)

(OLIVEIRA et al., 2001).

4.2 PURIFICACAO DOS FLAVONOIDES HISPIDULINA E EUPAFOLINA

Apds a obtengdo do extrato bruto, iniciou-se a particdo do mesmo com solventes de
polaridades crescentes. O fracionamento inicial foi realizado por cromatografia liquida a vacuo.
O extrato bruto (5,0 g) foi incorporado em silica gel (5,0 g) e depois aplicado em uma coluna
de silica (40 X 300 mm) empacotada com 85,0 g de silica (Merck art. N°. 7736). A eluigdo foi
feita por gradiente com fragdes de 100 mL de misturas de hexano/acetato de etila (100:0; 95:5;
90:10; 85:15; 80:20; 75:25; 70:30;, 60:40: 50:50; 40:60; 30:70; 20:80; 10:90; 0:100) e
finalmente com acetato de etila/metanol (1:1).

A fracdo 7 (1,0 g) foi refracionada por cromatografia em camada fina centrifuga
(Chromatotron). Metade da mistura foi aplicada a um rotor com uma camada de 1 mm de
espessura de silica (Merck art. N°. 7749). A elui¢do foi realizada com cloroférmio/metanol
(97:3) e fragdes de 10 mL foram coletadas. A hispidulina e a eupafolina foram dessa forma

isoladas e caracterizadas (OLIVEIRA et al., 2001).



20

4.3 PREPARO DO EXTRATO E DOS FLAVONOIDES PARA O USO EM ANIMAIS

O extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale e os flavondides, hispidulina e

eupafolina (1:1), foram dissolvidos em Tween 80 e agua bidestilada (1:10).

4.4 ATIVIDADE NA MUSCULATURA LISA NAO VASCULAR

4.4.1 Jejuno e ileo de rato:

Para o estudo da atividade do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale e dos
flavondides, hispidulina e eupafolina, na musculatura lisa ndo vascular, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical com barra metalica. A cavidade abdominal foi aberta
com auxilio de material cirdrgico e o 6rgdo foi localizado, retirado e imerso em solugdo
nutritiva de Tyrode (mM, NaCl 136,9; KCI 2,68; MgCl, 0,53; NaHCO; 11,9; NaH,PO, 0,33;
CaCl, 1,8; glicose 5,6), aquecido a 37°C e constantemente aerado. A luz do segmento também
foi lavada com solugdo de Tyrode, para limpeza e retirada de qualquer residuo alimentar.

O jejuno e o ileo foram cortados em por¢des de aproximadamente 1,5 cm e as
extremidades foram amarradas. Os orgdos foram encaixados em haste de vidro do banho de
perfusdo, através de uma das extremidades, enquanto que a outra foi conectada a alavanca de
inscri¢do frontal para registro do ténus, ampliado em 6 vezes em cilindro de papel enfumacado,
e registrada a motilidade espontanea no quimografo (CARLINI, 1973).

As preparagdes permaneceram em estabilizagdo por 30 minutos, trocando-se o Tyrode
da cuba a cada 10 minutos.

Foram induzidas curvas concentragdo-resposta cumulativas com a acetilcolina (10 a

10> M), repetidas na presenca do extrato bruto metandlico da E. littorale nas concentragdes



21

de 6, 12, 25 e 50 pg/mL e induzidas novamente apds 30 minutos da retirada do extrato,
procedendo da mesma forma com os flavondides, hispidulina e eupafolina (1:1), nas
concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,5 png/mL.

Os resultados obtidos foram representados em relacdo a porcentagem da contragdo

maxima (n =6 a 8).

4.4.2 Utero de rata:

Para o estudo da atividade do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale e dos
flavondides, hispidulina:eupafolina (1:1), na musculatura lisa ndo vascular as ratas receberam
tratamento com estradiol 100 ug/kg, 24 horas antes do experimento, por via subcutanea, com
objetivo de padronizar o ciclo estral e desta forma, padronizar as contragdes musculares a
serem obtidas. Foram sacrificadas por deslocamento cervical com barra metalica. A cavidade
abdominal foi aberta com auxilio de material cirargico e o 6rgdo foi localizado, retirado e
imerso em liquido nutritivo para vesicula LNV despolarizante, contendo 80 mM de K' e sem
Ca> (mM, NaCl 64; KCl 81,7; NaHCO; 15; NaH,PO, 0,36; glicose 5,5), aquecido a 30°C e
constantemente aerado.

O utero foi cortado em porgdes de aproximadamente 1,5 cm e as extremidades foram
amarradas. O o6rgéo foi encaixado em haste de vidro do banho de perfusdo, através de uma das
extremidades, enquanto que a outra foi conectada a alavanca de inscri¢@o frontal para registro
do tonus (contragdo isotdnica), ampliado em 6 vezes em cilindro de papel enfumagado e
registrada a motilidade espontanea no quimégrafo (CARLINI, 1973).

A preparagdo permaneceu em estabilizagdo por 60 minutos, trocando-se o liquido

nutritivo da cuba a cada 10 minutos.
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Foram induzidas curvas concentragdo-resposta cumulativas com o calcio (10 a 107
M), repetidas na presenga do extrato bruto metanoélico da E. littorale nas concentragdes de 6,
12, 25 e 50 ug/mL e induzidas novamente apds 30 minutos da retirada do extrato, procedendo
da mesma forma com os flavondides, hispidulina e eupafolina (1:1), nas concentragdes de 0,5 e
1,0 ng/mL.

Os resultados obtidos foram representados em relacdo a porcentagem da contragdo

maxima (n =6 a 8).

4.5 ATIVIDADE NA MUSCULATURA ESQUELETICA DE ANFIBIO

4.5.1 Musculo sartério intacto de ra:

Os animais foram sacrificados, o musculo foi isolado e imerso em solugdo nutritiva de
Ringer normal (tabela 1), com pH ajustado para 7,4 com HCl 1M ou NaOH 1M. Nas soluc¢des
contendo 40 ou 100 mM de potéssio, o NaCl foi substituido isosmoticamente pelo KCI.

Os musculos isolados foram amarrados por suas extremidades, uma fixada na camara
de 15 mL e outra a alavanca conectada a um sistema de registro em quimografo. As
preparagdes foram mantidas imersas em solu¢do de Ringer normal, & temperatura ambiente,

constantemente aerada, permanecendo em estabilizagdo por 15 minutos.

4.5.1.1 Efeito do extrato bruto na contratura potassica
Apds o tempo de estabilizagdo em Ringer normal, os musculos foram expostos as
solu¢des de Ringer 40 (tabela 1) ou Ringer 100 (tabela 1). Entre cada contratura os musculos

ficaram em solug@o de repouso (ringer normal) por 15 minutos. As contraturas potassicas
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foram repetidas apos 40 minutos de incubagdo com 1,0 mg/mL do extrato bruto metandlico da

Eupatorium littorale.

4.5.1.2 Efeito do extrato bruto na contratura cafeinica

Foram induzidas contraturas potassicas com Ringer 100 (tabela 1) com 15 minutos de
intervalo entre cada contratura. Foi induzida contragdo com cafeina 2 mM, e apds a contratura
o musculo foi mantido em repouso durante 30 minutos.

A contratura cafeinica foi repetida apds incubagdo com o extrato bruto metanolico da
L. littorale na concentragio de 1,0 mg/mL e/ou com 0,1 mL/mL do solvente Tween 80. Como
o Tween 80 foi empregado como agente solubilizante do extrato, realizaram-se experimentos
em idénticas condi¢des experimentais as do extrato, com o objetivo de verificar possiveis agdes

deste composto.

4.5.1.3 Efeito do extrato na contratura cafeinica em meio despolarizado

Foram induzidas 3 (trés) contraturas potassicas com Ringer 100 (tabela 1) e
contraturas com 2 ¢ 4 mM de cafeina. Entre as contraturas potassicas os musculos ficaram em
repouso por 15 minutos e apds a terceira contratura potassica os musculos ficaram imersos em
solug@o Ringer 100.

Ap6s 30 minutos da realizacdo da contratura com 2 mM de cafeina e sem que a cafeina
fosse retirada do meio, os musculos foram incubados com 1,0 mg/mL do extrato bruto
metanolico da Eupatorium littorale. No final dos experimentos as contraturas com 4 mM de

cafeina foram utilizadas como controle.
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4.5.1.4 Efeito do extrato na contratura cafeinica em meio despolarizado
com 0 - Ca™ nominal

Foram induzidas contraturas potassicas com Ringer 100 na auséncia de Ca™ (tabela 1)
e contratura cafeinica (2mM). Entre as contraturas potéssicas os musculos ficaram em repouso
por 15 minutos e apOs a terceira contratura estes ficaram imersos em solu¢do de Ringer
contendo 100 mM de K, na auséncia total de Ca"" onde adicionou-se 5 mM de EGTA (4cido
glicol-éter-diamino tetracético). Apos 30 minutos da contratura induzida por cafeina, os
musculos foram incubados durante 40 minutos com 1,0 mg/mL do extrato bruto metanodlico da
Eupatorium littorale. Dessa forma, nova contratura foi induzida pela cafeina na presenga do

extrato.

4.5.2 Musculo cutaneo-peitoral intacto de ra:

Os animais foram sacrificados, os musculos isolados e colocados imersos em solugédo
nutritiva de Ringer normal (tabela 1), com pH ajustado para 7,4 com HCI 1M ou NaOH 1M.
Estes foram fixados por uma de suas extremidades a um transdutor de forga (Scientific
Instruments G.M.B.H., Heidelberg, Republica Federal da Alemanha) mantidos em posig¢do
estacionaria e a outra extremidade a um braco mével. Um conjunto de cadmaras contendo
diferentes solugdes construidas num bloco de acrilico movel permitiu que a fibra muscular

fosse submetida a diferentes protocolos experimentais.

4.5.2.1 Efeito dos flavondides hispidulina e eupafolina na contratura
cafeinica

Foram induzidas contraturas potassicas com Ringer 100 (tabela 1) com 15 minutos de
intervalo entre cada contratura. Foi induzida contragdo com cafeina 2 mM, e apds a contratura

os musculos foram mantidos em repouso durante 30 minutos. A contratura induzida por
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cafeina foi repetida apds incubagdo por 40 minutos com o flavonodide hispidulina ou com a

eupafolina na concentragdo de 100 pg/mL.

Tabela 1: Composi¢do das solu¢des utilizadas nos protocolos experimentais (em

mM)
Componente Ringer normal Ringer 40 Ringer 100 Réz‘%f rn(l)ggn_alo
NaCl 110 74 14 14
KCl 4 40 100 100
MgCl, 1,8 1,8 1,8 1,8
CaCl, 2 2 2 0
TRISMA 10 10 10 10
EGTA 0 0 0 5

TRISMA = tris - (hidroximetil) — aminometano
EGTA = acido glicol-éter-diamino tetracético

4.6 ATIVIDADE NA MUSCULATURA ESQUELETICA DE MAMIFERO:

4.6.1 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale em diafragma de
mamifero com estimulacio elétrica:

Para o estudo da atividade do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale na
musculatura esquelética de mamiferos, foram utilizados camundongos fémeas, anestesiadas
previamente com éter e sacrificadas em seguida por deslocamento cervical. As cavidades
abdominal e torécica foram abertas e o diafragma foi localizado, retirado e colocado imerso em

solugdo nutritiva de Tyrode (mM, NaCl 136,9; KCl 2,68; MgCl, 0,53; NaHCO; 11,9,
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NaH,PO4 0,33; CaCl, 1,8; glicose 5,6), mantido a temperatura ambiente e constantemente
aerado com carbogénio (mistura de 95 % de O, e 5 % de CO,).

Os diafragmas isolados foram amarrados pela extremidade costal a uma haste de vidro
do banho de perfusdo (capacidade para 2,5 mL), enquanto que a extremidade tendinosa foi
conectada a um transdutor de forga (Grass FT 03) para registro das contragdes isométricas em
poligrafo (Beckman). A temperatura do banho foi mantida em 35°C.

As contragdes musculares foram induzidas por estimulagdo elétrica direta das fibras
com pulsos de 0,5 ms de duragdo, com freqiiéncia de 0,5 Hz e voltagem supramaxima,
aplicados através de eletrodos de platina presentes nos banhos de perfusao.

As preparagdes permaneceram em estabilizagdo por 30 minutos apds a adigdo de 10
uM de d-tubocurarina, adicionada ao banho objetivando a exclusdo das contrag¢des induzidas
por estimulag@o das termina¢des nervosas.

Foi determinado por 40 minutos a contratura e o encurtamento induzidos eletricamente
na auséncia de drogas do meio de perfusdo. Esses registros foram utilizados como controles

para os demais protocolos.

4.6.1.1 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale e do
veiculo Tween sobre o diafragma estimulado eletricamente:

Foram observadas a contratura e a amplitude dos abalos musculares induzidos por
estimulag@o elétrica durante 40 minutos anteriores e posteriores a adi¢do de 1,0 mg/mL do
extrato bruto metanolico ao banho de perfusdo e durante 45 minutos apos a retirada do extrato
bruto do meio.

O veiculo utilizado para a solubilizagdio do extrato (Tween 80), foi adicionado e

mantido no banho durante 40 minutos, registrando-se a contratura e o encurtamento muscular.
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Estes registros foram realizados para determinar possiveis influéncias do solvente nas respostas
observadas, servindo, portanto, como um novo controle dos resultados.

Os registros das contragcdes isométricas realizadas na presenca do extrato bruto
metanodlico da Eupatorium littorale foram realizados simultaneamente em poligrafo (Beckman
R411) e em osciloscopio (Tektronik), do qual foram fotogratados com auxilio de uma camera

fotografica digital e posteriormente analisados quanto:

» Tempo de contrac¢do (TC): tempo necessario para atingir a contragdo maxima,
» Tempo de relaxamento 50% (TRsp): tempo necessario para atingir 50% de relaxamento;

» Velocidade maxima de contragdo (VCpay): velocidade instantdnea maxima atingida pelo
musculo durante a contragao;
» Velocidade maxima de relaxamento (VRu,y): velocidade instantanea méaxima atingida pelo

musculo durante o relaxamento.

Estes dois ultimos pardmetros foram determinados através de um circuito diferenciador

ligado em paralelo a entrada do sinal do osciloscopio e registrados no segundo canal deste.

4.6.1.2 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale na
presenca de dantrolene e do veiculo propilenoglicol sobre o diafragma com estimulacio
direta:

Foi adicionado 12,5 ug/mL de dantrolene, droga inibidora da liberagio de calcio do
reticulo sarcoplasmatico, ao banho de perfusdo e 10 minutos apds esta adi¢do, o musculo foi
incubado com 1,0 mg/mL de extrato bruto metanolico. A contratura e o encurtamento do
musculo foram observados durante 40 minutos consecutivos.

Este protocolo foi repetido substituindo-se o dantrolene por seu veiculo, o

propilenoglicol (2 %), e os registros obtidos foram utilizados como controle.



28

4.6.2 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale em diafragma de
mamifero sem estimulacao elétrica:

A preparagdo permaneceu em estabilizagdo por 30 minutos apds a adigdo de 10 uM de
d-tubocurarina. Foi observada a contratura do musculo, durante 60 minutos na presenga de 1,0
mg/mL do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale e 70 minutos apds a sua retirada
do banho de perfusdo. Os registros foram realizados com auxilio de um transdutor de forca

(Grass FT 03) acoplados a um poligrafo (Beckman). A temperatura do banho foi mantida em

35°C.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para os testes de atividade na musculatura lisa ndo vascular, os resultados dos
experimentos foram expressos como médias + erro padrdo das médias. Os valores de pD; e
limites de confianga das curvas concentragdo-resposta foram calculadas apos a determinagdo
da CEs,. As diferengas em relagdo aos valores controle foram determinadas através do teste ‘t’
de Student.

Os resultados obtidos na atividade da musculatura esquelética de anfibios foram
representados como média + erro padrdo da média e foram normalizados aos valores expressos
em porcentagem da contratura obtida com 100 mM de K. Para a comparagdo de resultados
obtidos em uma tnica condi¢@o e no mesmo experimento em relagdo ao controle, empregou-se
o teste ‘t’ pareado e entre experimentos diferentes, o ndo pareado. Para multiplas condigdes
experimentais utilizou-se andlise de varidncia para medidas no mesmo experimento e para
andlise dos contrastes empregou-se o teste de Tukey (TUKEY, 1949).

Os resultados, de contratura obtidos na musculatura esquelética de mamiferos, foram
obtidos em milimetros e convertidos para gramas (g) de tensdo, enquanto que o encurtamento
do musculo foi expresso como porcentagem, considerando como 100 % a amplitude antes da
adi¢do das drogas. Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média. As
diferengas em relag@o aos valores controle foram determinadas através do teste ‘t” de Student.

Os dados foram considerados significativamente diferentes quando a possibilidade de
ocorréncia da hipotese nula foi igual ou inferior a 5% (p < 0,05).

Para as analises estatisticas foram utilizados os programas de software GraphPad Prism

versdo 2.00, 1995 e o GraphPad Instat versdo 02.05a, 1990-1994.
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S - RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE NA MUSCULATURA LISA NAO VASCULAR

5.1.1 Efeitos do extrato bruto metanoélico da Eupatorium litforale nas contragoes
induzidas por concentracdes cumulativas de acetilcolina em jejuno de ratas:

Para a avaliagdo dos efeitos de extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale na
musculatura lisa ndo vascular, primeiramente utilizamos o jejuno isolado de ratas. Foram
utilizadas concentragdes de 6, 12, 25 e 50 ug/mL do extrato bruto para a avaliagdo da resposta
muscular frente a acetilcolina adicionada em concentragdes crescentes (107 a 107 M),
obtendo-se desta forma uma curva concentragdo resposta.

Na figura 3 representamos a curva controle de acetilcolina em concentragdes crescentes
(10° a 10> M) e nas demais curvas demonstramos o efeito do extrato bruto metandlico da
Eupatorium litoralle em diferentes concentra¢des (6, 12, 25 e 50 ug/mL) incubadas por 5
minutos na curva concentragdo-efeito de acetilcolina (n = 6 a 8). Pela analise verificamos que o
extrato deslocou a curva induzida por concentragdes crescentes de acetilcolina para a direita e

diminuiu seu efeito contratil maximo (fig. 4, 5, 6 e 7).
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Figura 3: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenca do extrato bruto metandlico de
Eupatorium litoralle nas concentragdes de 6 pg/mL (A), 12 pg/mL (V), 25 ug/mL (@®) e

50 pg/mL ( @ ). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro
padrdo das médias de 6 a 8 experimentos.
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Na figura 4 representamos as curvas induzidas por concentragdes crescentes de
acetilcolina na auséncia e na presenga de 6 ug/mL do extrato bruto metanolico da Fupatorium
littorale e ap6s 30 minutos da lavagem da preparagdo. Observamos pela analise destes dados
que a curva induzida por concentragdes crescentes de acetilcolina na presencga do extrato ndo
foi deslocada [CEso controle = 1,29.10° M (2,78.10° — 6,02.10° M); CEs, com extrato =
2,76.10° M (1,39.10° — 5.45.10° M)], porém houve redu¢io em 18,3 % da capacidade
méxima contratil do 6rgdo (t = 7,590, df =7). Apos a lavagem da preparagdo a capacidade

contratil maxima retornou aos niveis obtidos nas condigdes controle.
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Figura 4: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas ( m ), na presenga do extrato bruto metanolico de Eupatorium litoralle na
concentracdo de 6ug/mL (A) e apds a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo (V¥ ).
Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias
de 6 experimentos. A analise estatistica foi realizada através do teste ‘t’ de Student.

eee p < (0,001 - controle x extrato
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Pela andlise dos dados representados na figura 5 observamos que a CEsy da curva
controle de acetilcolina foi de 3,04.10° M (2,11.10° — 5,47.10° M) quando na presenca da
concentracdo de 12 pug/mL do extrato bruto metandlico da Fupatorium littorale a CEsy foi
deslocada para 2.23.10° M [(7,52.10° — 6,64.10° M) (t=3,078; df = 10)], retornando aos
niveis semelhantes aos do controle apds 30 minutos de lavagem da preparagio.

Essa concentragdo do extrato quando incubado por 5 minutos, ndo foi capaz de alterar

a resposta contratil maxima do 6rgdo a acetilcolina, tanto na presenga como apos a retirada do

extrato.
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Figura 5: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas ( m ), na presenga do extrato bruto metanolico de Eupatorium litoralle na
concentracdo de 12 pg/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo
(v). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das
médias de 6 experimentos. A andlise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student.

*p <0,05 - controle x extrato
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A figura 6 representa os dados obtidos apos incubagdo com concentragdes crescentes
de acetilcolina (10™ até 10 M) na presenca ou na auséncia de 25 pg/mL do extrato bruto
metanolico de FEupatorium litoralle em jejuno isolado de rato. A curva induzida por
concentragdes crescentes de acetilcolina na presenca do extrato ndo foi deslocada. Assim, a
CEso da curva controle foi de 3,07.10° M (3,94.10° — 24,03.10° M) e a CEs; na presenga do
extrato foi de 2,38.10° M (1,62.10” — 3,50.10° M). Foi observada também a redugdo de
41,6 % na contragdo maxima induzida pela acetilcolina, quando na presenca do extrato

(t = 3,556, df = 6). O efeito contratil maximo do orgdo foi revertido apos 30 minutos da

lavagem da preparagdo.
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Figura 6: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas ( m ), na presenga do extrato bruto metanolico de Eupatorium litoralle na
concentracdo de 25 pg/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo
(v). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das
médias de 6 experimentos. A andlise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student.

*p <0,05 - controle x extrato



35

A acetilcolina (10™ até 10" M) produziu contragdo do jejuno isolado de rato com CEs,
controle de 3,52.10° M (2,69.10° - 4,61.10° M). Na presenca de 50 pg/mL do extrato bruto
metanodlico da Eupatorium litoralle, esta curva foi significativamente deslocada para a direita,
sendo que o calculo da CEs, foi de 2,09.10° M [(1,12.10” — 3,89.10° M) (t = 2,545, df = 8)].
A contragdo maxima deste o0rgdo foi reduzida em 41,3 % quando adicionado ao banho o
extrato bruto, em comparac¢do a condi¢do controle (t = 2,518, df = 8). Apos 30 minutos da
lavagem da preparacdo, tanto a redugdo da resposta méaxima do 6rgdo como o deslocamento

da curva, retornaram parcialmente aos valores semelhantes ao controle.
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Figura 7: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas ( m ), na presenga do extrato bruto metanolico de Eupatorium litoralle na
concentracdo de 50 pg/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo
(v). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das
médias de 8 experimentos. A andlise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student.

*p <0,05 - controle x extrato
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5.1.2 Efeitos do extrato bruto metanélico da Eupatorium litforale nas contracoes
induzidas por concentracdes cumulativas de acetilcolina em ileo de ratas:

Para a avaliagdo dos efeitos do extrato bruto metandlico sobre a musculatura lisa ndo
vascular, foi utilizado também o ileo isolado de ratas fémeas. Realizamos curvas induzidas pelo
agonista classico acetilcolina em concentragdes crescentes de 10 até 107 M no banho de
perfusdo.

Na figura 8, representamos a curva de acetilcolina (10” até 10 M) e as curvas
induzidas por concentragdes crescente de acetilcolina na presenca de 6, 12, 25 e 50 ug/mL do
extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale. Pela anélise destes dados pudemos observar
um deslocamento da curva concentragdo efeito de acetilcolina para a direita, além de uma

diminui¢do da resposta maxima contratil do ileo (fig. 9, 10, 11 e 12).
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Figura 8: Contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em ileo
isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenca do extrato bruto metandlico de
Eupatorium litoralle nas concentragdes de 6 ug/mL (A), 12 pg/mL (V), 25 ug/mL (@) e 50
ug/mL (@). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padréo
das médias de 6 a 7 experimentos.
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O ileo isolado de rata contraiu com a adigdo de acetilcolina, apresentando respostas
proporcionais s concentragdes no intervalo de 10” até 10> M. A CEs, do controle foi de
2,85.10° M (6,33.107 — 1,28.10” M). Na presenca de 6 pg/mL do extrato bruto metanolico da
Eupatorium littorale a CEs, foi de 9,98.10° M (5,91.10° — 1,68.10° M). Houve redugio de
13,1 % da resposta contratil maxima do 6rgdo em relagdo as condi¢des controle (t= 2,305,
df = 10). Apos a lavagem da preparacdo e conseqiiente retirada do extrato, houve retorno dos

niveis contrateis do orgdo frente a acetilcolina, chegando a respostas semelhantes ao controle.
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Figura 9: Contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em ileo
isolado de ratas, na auséncia ( m ), na presen¢a do extrato bruto metandlico de Eupatorium
litoralle na concentragdo de 6 pg/mL (A) e ap6s 30 minutos da lavagem e retirada do extrato
do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias
+ erro padrdo das médias de 6 experimentos. A analise estatistica foi obtida através do teste ‘t’
de Student.

* p <0,05 - controle x extrato
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Pela analise dos dados apresentados na figura 10, observamos que 12 pg/mL do extrato
bruto metanolico da Fupatorium littorale deslocou significativamente as contra¢des induzidas
por concentracdes cumulativas de acetilcolina para a direita [CEs, controle = 4,30.10° M
(2,75.10° — 6,71.10° M); CEs, na presenca do extrato = 2,12.10° (1,06.10° — 4,25.10° M),
(t =2,293; df = 10)]. O extrato também reduziu em 23,9 % a resposta contratil méxima do
orgdo frente a concentragdes crescentes de acetilcolina (t = 7,384, df = 10). Apos 30 minutos
da lavagem da preparacdo houve retorno da atividade contratil do 6rgdo induzida pela

acetilcolina, semelhante aos valores obtidos pelas condi¢gdes controle.
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Figura 10: Contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em ileo
isolado de ratas, na auséncia ( m ), na presen¢a do extrato bruto metandlico de Eupatorium
litoralle na concentragdo de 12 pg/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de
perfusdo (V¥). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro
padrdo das médias de 6 experimentos. A analise estatistica foi obtida através do teste ‘t’ de
Student.
*p <0,05 - controle x extrato
eee p < (0,001 - controle x extrato
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Na figura 11, representamos o efeito de concentragdes crescentes de acetilcolina (10
até 10 M) em ileo isolado de rata na presenca e na auséncia de 25 pg/mL do extrato bruto
metanolico da Fupatorium littorale.

Nao houve deslocamento da curva concentragio efeito da acetilcolina para a direita na
presenga do extrato [CEsy controle = 5,40.10° M (5,01.10® — 5,81.10* M); CEs, na presenca
do extrato = 4,82.107 (2,63.10” — 8,83.10” M); CEs, ap6s lavagem da preparagio = 3,08.10°
M (9,10.10° — 1,04.10" M). Nao foi observada redugdo da resposta contratil maxima do

orgdo induzido pela acetilcolina, tanto na presenga como apos a retirada do extrato do banho

de perfusao.
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Figura 11: Contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em ileo
isolado de ratas, na auséncia ( m ), na presen¢a do extrato bruto metandlico de Eupatorium
litoralle na concentragdo de 25 pug/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de
perfusdo (V). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro

padrdo das médias de 3 experimentos. A analise estatistica foi obtida através do teste ‘t’ de
Student.
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A figura 12 demonstra que o ileo isolado de rato contraiu quando da adi¢do de
acetilcolina, com respostas proporcionais as concentracdes de 10” até 10> M com CEs, de
2,21.10° M (7,17.107 — 6,86.10° M). Apos a adi¢do ao banho, da concentragio de 50 pg/mL
do extrato bruto metandlico da Fupatorium littorale, as contra¢cdes induzidas por
concentragdes crescentes de acetilcolina foram deslocadas significativamente para a direita
[CEso = 3,35.10° M (2,29.10° — 4,88.10° M) , t = 4,041, df = 11)], nfio ocorrendo redugdo da
resposta méaxima contratil do 6rgdo. Apos a lavagem da preparacdo (30 minutos) a CEs, foi de

6,57.10° M (1,82.10° — 2,37.10” M), mantendo a resposta maxima de contragdo do orgdo.
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Figura 12: Contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em ileo
isolado de ratas, obtidas ( m ), na presenca do extrato bruto metandlico de Fupatorium litoralle
na concentra¢do de 50 ug/mL (A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo
(v). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das
médias de 7 experimentos. A analise estatistica foi obtida através do teste ‘t’ de Student.

##% p < 0,005 - controle x extrato
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5.1.3 Efeitos do extrato bruto metanélico da Eupatorium litforale nas contragoes
induzidas por concentracdes cumulativas de cilcio em ttero isolado de ratas:

O utero de ratas foi isolado e colocado em solugdo nutritiva despolarizante para
verificacdio dos efeitos contrateis de concentragdes cumulativas de calcio (10™ a 107 M).

Na figura 13, representamos a curva controle de calcio (10 a 10 M) e as contra¢des
induzidas por concentragdes cumulativas de calcio na presenga de 6, 12, 25 e 50 ug/mL do
extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale. Pela andlise destes dados pudemos observar
uma diminui¢do da resposta contratil maxima do utero mantido em meio despolarizante, sem

deslocamento da curva concentragdo efeito de célcio (fig. 14, 15, 16 e 17).
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Figura 13: Contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de calcio (Ca'") em ttero
isolado de ratas em meio despolarizante, obtidas na auséncia ( m ) e na presenga do extrato
bruto metanolico de Eupatorium litoralle nas concentragdes de 6 pg/mL (A), 12 ug/mL (V),
25 ug/mL (@) e 50 pg/mL ( @ ). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as
médias + erro padrdo das médias de 6 a 8 experimentos.



42

Na figura 14 demonstramos o efeito da concentracdo de 6 pg/mL do extrato bruto
metandlico de FEupatorium littorale sobre as contragdes induzidas por concentragdes
cumulativas de célcio. Observamos que houve deslocamento das contragdes na presenga do
extrato [CEsp = 2,48.107° M (2,02.10” — 3,03.10” M)] em comparagio ao controle [(CEs, =
3,41.10° M (2,83.10° — 4,12.10° M), (t = 2,173; df = 14)]. O extrato também foi capaz de
reduzir em 51 % a resposta contratil maxima do érgdo apos adigdo do calcio (t = 5,221, df =

14). Essa resposta foi mantida apos 30 minutos da lavagem da preparagdo (t = 5,886, df = 14).
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Figura 14: Contra¢des induzidas por concentra¢des cumulativas de calcio (Ca*") em utero
isolado de ratas com liquido nutritivo despolarizante (K* 80 mM), obtidas na auséncia ( m ), na
presenca do extrato bruto metandlico de Fupatorium litoralle na concentra¢do de 6 ug/mL
(A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 8 experimentos.
A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
*p <0,05 - controle x extrato
##% p < 0,005 - controle x extrato
eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
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Na figura 15, demonstramos a contragdo do utero imerso em liquido nutritivo
despolarizante frente as concentragdes cumulativas de calcio (10 & 10> M). A concentragio
de 12 ng/mL do extrato reduziu em 18,7 % (t = 4,599, df = 10) a resposta contratil maxima do
orgdo induzido pelo calcio, e apds 30 minutos da lavagem da preparagdo, a redugdo foi
ampliada para 36,9% (t = 3,394, df = 10). Nao houve deslocamento das curvas induzidas por
concentragdes cumulativas de célcio apds a adigdo do extrato [(CEso extrato = 3,02.10° M

(2,13.10° —4,29.10° M)] quando comparado ao controle [(CEs, controle = 2,98.10° M

(1,94.10° —4,59.10° M)].
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Figura 15: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de calcio (Ca*") em utero
isolado de ratas com liquido nutritivo despolarizante (K* 80 mM), obtidas na auséncia ( m ), na
presenca do extrato bruto metandlico de Eupatorium litoralle na concentra¢do de 12 ug/mL
(A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6 experimentos.
A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
##% p < 0,005 - controle x extrato
*% p <0,01 - controle x apos lavagem
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Na figura 16 demonstramos o efeito de concentragdes crescentes de célcio sobre o
utero isolado de ratas mantido em liquido nutritivo despolarizante. A concentra¢do de 25
ug/mlL do extrato bruto metanodlico da FEupatorium litoralle ndo foi capaz de deslocar
significativamente a CEs, induzido pelo calcio [(CEsp= 4,40.10° M (3,31.10” - 5,86.10° M)]
quando comparado as condi¢des controle [(CEso = 3,67.10° M (2,82.107 — 4,76.10° M)]
mantendo esse mesmo efeito apos a lavagem e a retirada do extrato da preparagdo [(CEsp =
4,22.10° M (3,06.10° — 5,81.10° M)]. Essa concentra¢io do extrato foi capaz de reduzir
significativamente a resposta contratil maxima do 6rgéo frente ao célcio em 34,8 % (t = 6,425,

df = 10), que foi mantida em 39,8 % apo6s 30 minutos da retirada do extrato (t = 5,872,

df=10).
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Figura 16: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de calcio (Ca*") em utero
isolado de ratas com liquido nutritivo despolarizante (K* 80 mM), obtidas na auséncia ( m ), na
presenca do extrato bruto metandlico de Eupatorium litoralle na concentra¢do de 25 ug/mL
(A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6 experimentos.
A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
eee p < (0,001 - controle x extrato
eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
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Pela analise dos dados obtidos com a incubagdo de 50 pg/mL do extrato ao banho
(figura 17), observamos efeitos semelhantes aos ja descritos anteriormente, isto €, ndo houve
deslocamento das contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de calcio tanto na
presenga como apos a retirada do extrato [CEs controle = 3,78.10° M (3,10.10° — 4,61.10°
M); CEs, extrato = 4,22.10° M (3,38.10° — 5,26.10° M); CEs, apos lavagem = 4,54.10°
(4,01.10° — 5,14.10° M)]. No entanto, esta concentragdo do extrato bruto foi capaz de
reduzir a resposta contratil maxima do 6rgdo em 49,1 % (t = 5,606, df = 10), sendo que apds
30 minutos da lavagem da preparacdo, houve aumento desta reducdo para 68,7 % (t = 13,07,

df = 10), quando comparados aos valores obtidos pela condi¢do controle de calcio.
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Figura 17: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de calcio (Ca*") em utero
isolado de ratas com liquido nutritivo despolarizante (K* 80 mM), obtidas na auséncia ( m ), na
presenca do extrato bruto metanolico de Fupatorium litoralle na concentragdo de 50ug/mL
(A) e apos a lavagem e retirada do extrato do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6 experimentos.
A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
eee p < (0,001 - controle x extrato
eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
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S.1.4 Efeitos dos flavondides hispidulina e eupafolina (1:1), nas contrac¢des
induzidas por concentracdes cumulativas de acetilcolina em jejuno de ratas:

Para a avaliag@o dos efeitos da mistura dos flavondides hispidulina e eupafolina na
proporg¢do de 1:1 na musculatura lisa ndo vascular, utilizamos o jejuno isolado de ratos. Foram
utilizadas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,5 pg/mL desta mistura de flavondides para avaliagdo
da resposta muscular frente a acetilcolina adicionada em concentra¢des crescentes (107 a 107
M), obtendo-se desta forma uma curva concentragio resposta.

Na figura 18 representamos a curva controle das contra¢des induzidas por
concentragdes cumulativas de acetilcolina (10° & 10> M) e nas demais curvas demonstramos o
efeito da mistura de flavonoides hispidulina e eupafolina (1:1) em diferentes concentragdes
incubadas por 5 minutos nas contragdes induzidas pela acetilcolina (n = 6). Pela analise destes
dados, verificamos que os flavonoides ndo foram capazes de deslocar as contragdes induzidas
por concentragdes crescentes de acetilcolina, porém apos a retirada dos flavondides do meio
de perfusdo, houve deslocamento das curvas para a esquerda. Os flavondides foram capazes de
reduzir o efeito contratii maximo do 6rgdo de maneira concentragdo dependente. Estes

resultados serdo demonstrados nas figuras 19 a 25.



47

100+
—a— Controle

9 —— 0,5 ug/mL
:%’ —»— 1,0 ug/mL
& 50 —e— 2.5 ug/mL
I=
O
o

oL

9 7 5 3 1
log [ACh] (M)

Figura 18: Contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenga dos flavonoides, hispidulina e
eupafolina (1:1), nas concentra¢des de 0,5 ug/mL (A), 1,0 pg/mL (V) e 2,5 pg/mL (@). Os

pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6
a 7 experimentos.
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Analisando os resultados representados na figura 19 observamos que a CEsy da curva
controle de acetilcolina foi de 3,81.10° M (8,34.107 — 1,74.10° M). Quando na presenca de
0,5 pg/mL da mistura dos dois flavondides (1:1), a CEso foi de 4,75.10° M (1,85.10° —
1,22.10° M), ndo diferindo da condi¢io controle, além de manter-se apés 30 minutos da
lavagem da prepara¢do com CEsy de 4,40.10° M (2,26.10° — 8,57.10° M). No entanto, essa
concentragdo de hispidulina e eupafolina (1:1) adicionada ao banho, reduziu significativamente
a resposta contratil maxima do 6rgdo, na presenca (t = 5,282, df = 10), que foi mantida apds a

retirada dos flavondides (t = 8,474, df = 10).
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Figura 19: Contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenga dos flavonodides hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentracdo de 0,5 pg/mL (A) e apds a lavagem e retirada dos
flavondides do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras verticais representam
respectivamente as médias + erro padrdo das médias de 6 experimentos. A andlise estatistica
foi obtida através do teste ‘t’ de Student.
eee p < 0,001 - controle x flavonoides (1:1)
eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
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Na figura 20 observamos as curvas induzidas por concentragdes crescentes de
acetilcolina, a CEs do controle de acetilcolina foi de 9,12.10° M (4,24.10° — 1,96.10° M) em
jejuno isolado de rato. Apos a incubagdo ao banho de perfusdo para orgdo isolado da
concentracdo de 1,0 pg/mL da mistura de hispidulina e eupafolina (1:1), ndo houve alteragio
da CEs, da curva de acetilcolina [CEso = 8,16.10° M (2,62.10° — 2,54.10” M)], mantendo esta
resposta apos a lavagem da preparagio [CEso = 6,55.10° M (1,94.10° — 2,21.10° M)]. Houve,
no entanto, reducdo significativa da resposta maxima contratil do orgdo em 27,4 % na
presenca dos flavonoides (t = 4,966, df = 12), mantendo-se esta redugdo em 31,9 % apos 30

minutos da retirada dos flavonoides da preparagdo (t = 6,156, df = 12).
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Figura 20: Contra¢des induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenga dos flavonodides hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentracdo de 1,0 pg/mL (A) e apds a lavagem e retirada dos
flavondides do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras verticais representam
respectivamente as médias + erro padrdo das médias de 7 experimentos. A andlise estatistica
foi obtida através do teste ‘t’ de Student.
eee p < 0,001 - controle x flavonoides (1:1)
eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
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Na figura 21 representamos a curva induzida por concentra¢cdes cumulativas de
acetilcolina (10™ a 10 M), na auséncia e na presenca de 1,0 ng/mL da mistura de hispidulina e
da eupafolina (1:1). Nas demais curvas demonstramos o efeito deste agonista apds a retirada
dos flavonoides em diferentes tempos de lavagem (30, 60, 90 e 120 minutos) (n = 6). Pela
andlise destes dados verificamos que as contra¢des induzidas por concentra¢des crescentes de
acetilcolina sd3o deslocadas para a esquerda. Este deslocamento foi proporcional ao tempo de

lavagem, iniciando em 90 minutos. Estes resultados podem ser visualizados na figura 22.
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Figura 21: Contragdes induzidas por concentra¢cdes cumulativas acetilcolina (ACh) em jejuno
isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ), na presenga dos flavonoéides hispidulina e eupafolina
(1:1), na concentracdo de 1,0 ug/mL (A) e apds a lavagem e retirada dos flavonoides do meio
de perfusdo nos tempos de 30 (V), 60 (<), 90 ( O ) e 120 minutos ([). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as meédias * erro padrdo das médias de 7 experimentos.
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Na figura 22 representamos as curvas induzidas por concentra¢des cumulativas de
acetilcolina (10° a 10> M), sendo que a CEs, do controle foi de 7,29.10° M (4,86.10° —
1,09.10° M). Apos a adigdio ao banho de perfusdo para orgdo isolado dos flavonoides (1:1) na
concentracdo de 1,0 pg/mL, ndo houve deslocamento da curva de acetilcolina [CEsy =
8,34.10° M (4,57.10° — 1,52.10° M) e a resposta contratil maxima do orgdo foi reduzida em
259 % (t = 6,558, df = 26). Apds 60 minutos da lavagem da preparacdo a CEsy foi de
3,33.10° M (2,03.10° — 5,47.10° M). Apos 90 minutos da lavagem da preparagio houve
deslocamento significativo da curva para a esquerda [CEso = 2,97.10° M (2,02.10° — 4,37.10°
M) (t = 2,507, df = 19)]. O deslocamento também pdde ser observado apos 120 minutos da
lavagem [CEsp = 2,57.10° M (1,69.10° — 3,90.10° M) (t = 2,734, df = 18)]. As respostas
maéximas contrateis dos 6rgdos apds os tempos de 30 (t = 1,352, df = 26), 60 (t = 2,609, df =
19) e 120 minutos (t = 2,523, df = 18) ndo retornaram aos niveis semelhantes ao controle

mesmo apos a retirada dos flavonoides (n = 7) do banho de perfusio.
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Figura 22: Contragdes induzidas por concentracdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia (m), (A) na presencga dos flavonoides, hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentra¢do de 1,0 pg/mL (A) e apos a retirada dos flavonoides do meio
de perfusdo mediante a lavagem da preparacdo (B) no tempo de 30 minutos (V¥), (C) 60
minutos (V), (D) 90 minutos (V) e (E) 120 minutos (V). Os pontos e barras verticais
representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 7 experimentos. A analise
dos resultados foi obtida através do teste ‘t’ de Student (* p < 0,05; ** p < 0,01; eee p <
0,001).
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Com a incubagdo de 2,5 pg/mL de hispidulina e eupafolina (1:1) ao banho, observamos
que ndo houve deslocamento das contragdes induzidas por concentracdes crescentes de
acetilcolina na presenga dos flavonoides quando comparados aos valores obtidos nas condigdes
controle [CEs, controle = 5,46.10° M (2,89.10° — 1,03.10” M); CEs, flavonéides = 1,03.10°
M (7,35.10° — 1,44.10° M). Porém, apds 30 minutos da retirada dos flavonoides e repeti¢io
das contra¢des induzidas por acetilcolina, foi verificado um desvio da curva para a esquerda
[CEso apos lavagem = 2.00.10° M (1,13.10° — 3,54.10° M) (t = 2,281, df = 10)]. Os
flavondides na concentragdo de 2,5 pg/mL reduziram a resposta maxima contratil do 6rgdo em
35,4 % (t = 8,009, df = 10). Apo6s 30 minutos da retirada dos flavonoides do banho de

perfusdo, a redugdo da for¢a foi mantida em 33,8 % (t = 5,214, df = 10).
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Figura 23: Contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ) e na presenga dos flavonodides hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentracdo de 2,5 pg/mL (A) e apos a lavagem e retirada dos
flavondides do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras verticais representam
respectivamente as médias + erro padrdo das médias de 6 experimentos. A analise dos
resultados foi obtida através do teste ‘t’ de Student.

eee p < 0,001 - controle x flavonodides

eee p < 0,001 - controle x apos lavagem
*p <0,05 - controle x apds lavagem
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Na figura 24 representamos em jejuno isolado de ratos, as contra¢des induzidas por
concentragdes cumulativas de acetilcolina (10 a 102 M), tanto na presenga como na auséncia
de 2,5 ng/mL de hispidulina e eupafolina na proporc¢do de 1:1. As demais curvas representam o
efeito da acetilcolina apds a retirada dos flavonoides, mediante a lavagem da preparagdo, nos
tempos 30, 60, 90 e 120 minutos (n = 6). Pela analise dos resultados obtidos, verificamos que
as contragdes induzidas pela acetilcolina sdo deslocadas para a esquerda, com reducgdo do

efeito contratil maximo. Estes resultados serdo detalhadamente observados na figura 25.

1004 —=— Controle
g —— Flavondides
:%' —v— Apos 30 min
-4 —o— ApoOs 60 min
‘% °07 —o— Ap6s 90 min
o —— Apds 120 min
O_

log [ACh] (M)

Figura 24: Contra¢des induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia ( m ), na presenca dos flavonoides, hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentragdo de 2,5 ug/mL (A) e apds a lavagem e retirada dos
flavondides do meio de perfusdo nos tempos de 30 (V), 60 (<), 90 ( O ) e 120 minutos ([J). Os
pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6
experimentos.
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A preparagdo para Orgdo isolado incubada com concentra¢cdes cumulativas de
acetilcolina (10™ a 10 M), produziu CEs; de 5,29.10° M (3,74.10° — 7,47.10° M), conforme
pode ser visualizado na figura 25. Apds a adigdo de 2,5 pg/mL dos flavonoides (1:1), a curva
de acetilcolina manteve-se semelhante aos valores controle [CEsy = 4,80.10° M (2,60.10° —
8,85.10° M)], porém a resposta contratil maxima foi reduzida em 24,8 % (t = 5,796, df = 22).
Apds 30 minutos da retirada dos flavonoides e repeticdo das contragdes induzidas por
acetilcolina, houve deslocamento para a esquerda de forma significativa [CEs, = 2,93.10° M
(2,11.10° — 4,07.10° M) (t = 2,203, df = 22)]. Esta resposta foi mantida apds 60 minutos
[1,99.10° M (1,27.10° — 3,10.10° M) (t = 3,058, df = 16)], 90 minutos [CEs, = 1,67.10° M
(1,21.10° = 2,29.10° M) (t = 3,8430, df = 16)] e 120 minutos [CEso = 6,87.10° M (3,26.10° —
1,44.10° M) (t = 5,336, df = 16)]. Houve redugio da resposta contratil maxima do jejuno
frente a acetilcolina apos a lavagem e a retirada dos flavonoides do banho de perfusdo nos

tempos de 30 (t = 2,971, df = 22) e 90 minutos (t = 2,219, df = 16) (n = 6).
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Figura 25: Contra¢des induzidas por concentra¢des cumulativas de acetilcolina (ACh) em
jejuno isolado de ratas, obtidas na auséncia (m), (A) na presencga dos flavonoides, hispidulina e
eupafolina (1:1), na concentragdo de 2,5 ug/mL (A) e apds a lavagem e retirada dos
flavonoides do meio de perfusdo (B) no tempo de 30 minutos ( V), (C) 60 minutos (), (D) 90
minutos (V) e (E) 120 minutos (V). Os pontos e barras verticais representam respectivamente
as médias + erro padrdo das médias de 6 experimentos. A analise dos resultados foi obtida
através do teste ‘t’ de Student (* p <0,05; ** p <0,01; eee p < 0,001).
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5.1.5 Efeitos dos flavondides hispidulina e eupafolina (1:1) nas contrag¢des
induzidas por concentracdes cumulativas de cilcio em ttero isolado de ratas:

O utero de ratas foi isolado e colocado em solugdo nutritiva despolarizante para
verificagio dos efeitos contrateis de concentragdes cumulativas e crescentes de calcio (10™ a
107 M).

Na figura 26, representamos a curva resultante da adi¢do de concentra¢des cumulativas
de calcio (10™* a 10> M) e as contra¢des induzidas por calcio na presenca de 0,5 ¢ 1,0 pg/mL
da mistura de flavonoides, hispidulina e eupafolina na propor¢do de 1:1. Pela andlise destes
dados n3o foi houve deslocamento da curva concentragdo efeito de célcio, tampouco
diminui¢do da resposta maxima contratil do utero ao calcio em meio despolarizante. Tais

resultados serdo melhores demonstrados nas figuras 27 a 29.
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Figura 26: Contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de calcio (Ca'") em ttero
isolado de ratas mantido em meio despolarizante, obtidas na auséncia ( m ) e na presenca dos
flavondides, hispidulina e eupafolina (1:1), nas concentragdes de 0,5 ug/mL (A) e 1,0 ug/mL
(v). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das
médias de 6 experimentos.
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Na figura 27 demonstramos que os flavondides na concentragdo de 0,5 pg/mL (1:1)
ndo foram capazes de deslocar significativamente a CE5y do célcio em utero isolado de ratas
mantido em meio despolarizante [CEs, = 1,62.10° M (1,08.107 — 2.42.10° M)] quando
comparado a condigdo controle [CEso = 1,84.10° M (1,40.10”° — 2,42.10° M)], e tampouco
apos a retirada dos flavondides mediante a lavagem da preparagdo [CEsp = 2,17.10° M
(1,61.10° —2,92.10° M)]. Essa concentra¢io dos flavondides também ndo foi capaz de alterar
a contra¢do maxima do orgdo, resposta que foi mantida mesmo apds 30 minutos da retirada

dos flavondides.
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Figura 27: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de célcio (Ca®") em utero
isolado de ratas mantido em liquido nutritivo despolarizante (K 80 mM), obtidas na auséncia
( m), na presenga dos flavonoides hispidulina e eupafolina (1:1) na concentracdo de 0,5 ug/mL
(A) e apds a lavagem e retirada destes flavonoides do meio de perfusdo (V). Os pontos e
barras verticais representam respectivamente as médias = erro padrdo das médias de 6
experimentos. A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
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Na figura 28 demonstramos a contragdo do utero imerso em liquido nutritivo
despolarizante frente a concentra¢des cumulativas de calcio (10 a 107 M). A concentragdo de
1,0 ng/mL da hispidulina e da eupafolina (1:1) ndo alterou a resposta contratil maxima do
orgdo frente ao agonista, porém 30 minutos apos a lavagem da preparagdo, observamos
potencializa¢do da resposta contratil maxima do utero em 22,3 %, n3o sendo, no entanto
possivel a obtengdo de significancia estatistica quando da comparagdo com o controle. Nao
houve deslocamento da curva concentrag@o efetiva de calcio apos a adi¢do dos flavonoides e
tampouco ap6s 30 minutos da retirada destes do meio de perfusio [CEs; controle = 2,01.10™
M (1,18.107 — 3,42.10° M), CEs, flavonoides = 1,77.10° M (1,18.107 — 2,65.10° M), CEs,

apos lavagem = 2,18.10° M (1,25.10° — 3,82.10° M)].
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Figura 28: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de célcio (Ca®") em utero
isolado de ratas mantido em liquido nutritivo despolarizante (K 80 mM), obtidas na auséncia
( m), na presenga dos flavonoides hispidulina e eupafolina (1:1) na concentracdo de 1,0 ug/mL
(A) e apos a lavagem e retirada dos flavonoides do meio de perfusdo (V). Os pontos e barras
verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 6 experimentos.
A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t” de Student.
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Na figura 29 representamos a curva controle de calcio (10™* a 10 M), na presenca e na
auséncia de 1,0 pg/mL da mistura de flavonoides hispidulina e eupafolina (1:1). Nas demais
curvas demonstramos o efeito do calcio apos a lavagem e retirada dos flavonoides apos os
tempos de 30 e 60 minutos (n = 6). Pela andlise estatistica realizada, verificamos que as
contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de célcio ndo foram deslocadas, apesar de
existir uma tendéncia de aumento da resposta maxima contratil do utero apds 60 minutos da

lavagem da preparagdo.
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Figura 29: Contragdes induzidas por concentra¢des cumulativas de célcio (Ca®") em utero
isolado de ratas com liquido nutritivo despolarizante (K* 80 mM), obtidas na auséncia ( m ), na
presenca dos flavondides hispidulina e eupafolina (1:1) na concentracdo de 1,0 ug/mL (A) e
apos a lavagem e retirada dos flavonoides do meio de perfusdo nos tempos de (A) 30 minutos
(v) e (B) 60 minutos (V). Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias
+ erro padrao das médias de 6 experimentos. A analise estatistica aplicada foi o teste ‘t’ de
Student.
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5.2 ATIVIDADE NA MUSCULATURA ESQUELETICA DE ANFIiBIO

5.2.1 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale na contratura
potassica

Para o estudo da atividade do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale na
musculatura esquelética, foram realizadas, no musculo sartorio intacto de rd, contraturas
potassicas induzidas por 40 mM e por 100 mM de K, anteriores e posteriores a incubagio
com 1,0 mg/mL do extrato bruto. Na figura 30, observamos que apos a exposi¢do do musculo
ao extrato bruto metandlico, houve uma potencializagdo da contratura potassica induzida por
40 mM e por 100 mM K'. A potencializagio quando analisadas em relagdo a contratura
induzida por 100 mM de K' foi de 5,36 e 6,81 vezes, respectivamente. Verifica-se também que
o extrato bruto induziu, durante o periodo de incubagdo, 84,6% da contratura obtida com 100
mM de K.

R 1000+

750 T

Eh L
v
*kk
5004
N 2504
RN ¥
¥ _FL p;\ -
- 0
& i & &
L]

Encurtamento (%)

K40 EBM K40 K100

ERBM K&+ EBY b LHE+ EEM
EBM 1 mg/ml

(A) ®)

Figura 30: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 40 e 100 mM de potéssio, na presenga e na
auséncia de 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale. (B) As colunas
representam as médias =+ EPM de 5 experimentos. Os dados expressos em percentuais estdo
normalizados para a contratura obtida com 100 mM de K" que foi considerada como sendo
100 % (n = 5). A anélise estatistica aplicada foi o de analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey.
*#%% n < 0,01 — controle (100 mM K") x EBM/40 mM K"
eee p < 0,001 — controle (100 mM K") x EBM/100 mM K"
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5.2.2 Efeito do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale e do Tween 80 na
contratura cafeinica

Na figura 31, observamos o efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale
na contratura cafeinica em musculo sartério intacto de rd. Contraturas controle foram
induzidas por cafeina (2 mM) e repetidas ap6s 40 minutos de incubagdo com 1,0 mg/mL do
extrato bruto metanolico. Houve aumento significativo da contratura induzida pela cafeina em
11,4 vezes apoOs a incubagdo com 1,0 mg/mL do extrato bruto, quando normalizado pela

contratura potassica induzida por 100 mM de K.
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Figura 31: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina na presenca e na auséncia
de 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale. (B) As colunas
representam as médias =+ EPM de 5 experimentos. Os dados estdo normalizados para os
valores de encurtamento (em percentual) obtidos com 100 mM de K que foi considerada
como sendo 100 %. A andlise estatistica aplicada foi o de analise de varidancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey.

eee p < (0,001 — controle (cafeina 2 mM) x EBM/cafeina 2 mM
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Na figura 32, verificamos o efeito do solvente Tween 80 que foi utilizado como auxiliar
na solubilidade do extrato bruto e do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale, na
contratura cafeinica em musculo sartorio intacto de rd. Contraturas controle foram induzidas
por cafeina (2 mM) e repetidas apos 40 minutos de incubagdo com 0,1 mL/mL do solvente e
repetidas apos 40 minutos de incubag@o com 1,0 mg/mL do extrato bruto. Verificamos que o
Tween 80 ndo interferiu na contratura induzida pela cafeina, demonstrando que este solvente
ndo ¢ o responsavel pela contratura observada. Enquanto que, apos a exposi¢do do muasculo ao
extrato bruto, houve potencializagdo da contratura induzida pela cafeina em 5,74 vezes,

quando comparada a contratura induzida pelo potassio 100 mM.
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Figura 32: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina. Contragdes cafeinicas
induzidas na presenga e na auséncia de 0,1 mL/mL de Tween 80 e na presenca e na auséncia de
1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale. (B) As colunas representam
as médias + EPM de 4 experimentos. Os dados estdo normalizados para os valores de
encurtamento (em percentual) obtidos com 100 mM de K'. A analise estatistica aplicada foi o
de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
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5.2.3 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale na contratura
cafeinica em meio com 100 mM de K*

Na figura 33, observamos o efeito de 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico na
contratura induzida por 2 mM de cafeina, em musculo sartério de rd mantido em liquido
nutritivo despolarizante. Verificamos que o extrato potencializou a contratura cafeinica em
3,13 vezes quando normalizado pela contratura induzida por 100 mM de potéssio (A-B).

De maneira a confirmar a independéncia da cafeina em induzir contragdes em meio
despolarizante, realizamos um protocolo utilizando 4 mM de cafeina (C), para ser considerado
controle positivo.
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Figura 33: (A-B) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina, em meio
despolarizante contendo 100 mM de potassio, na auséncia e na presenca de 1,0 mg/mL do
extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale. (C) Contragdo cafeinica induzida por 4 mM
de cafeina em meio contendo 100 mM de potéssio. As colunas representam as médias + EPM
de 3 experimentos. Os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados para
aqueles obtidos com 100 mM de K'. A analise estatistica aplicada foi o de andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
* p < 0,05 — controle (cafeina 2 mM) x EBM/cafeina 2 mM
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5.2.4 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale na contratura
cafeinica em meio 0 - Ca™ nominal e com 100 mM de K*

Para avaliar a atividade do extrato bruto metanolico da FEupatorium littorale na
contratura cafeinica, utilizamos também solugdes isentas de Ca’ e com 100 mM de K', de
forma a possibilitar a verificagdo de uma possivel interferéncia do calcio extracelular e da
despolariza¢do na potencializagdo da contratura cafeinica quando na presenca de 1,0 mg/mL
do extrato. Dessa forma, ap6s 30 minutos da contragdo muscular induzida por 2 mM de
cafeina, o extrato foi adicionado ao meio e verificamos que a potencializa¢do da contragido foi

na ordem de 25% da contratura potassica, como pode ser verificado na figura abaixo.
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Figura 34: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina, em meio isento de calcio
e na presenca de 100 mM de potéssio, na auséncia e na presenga de 1,0 mg/mL do extrato
bruto metanolico da Eupatorium littorale. (B) As colunas representam as médias + EPM de 3
experimentos. Os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados para aqueles
obtidos com 100 mM de K'. A analise estatistica aplicada foi o de analise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
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5.2.5 Efeito do flavonodide eupafolina na contratura cafeinica

Na figura 35, verificamos o efeito do flavondide eupafolina na contratura induzida pela
cafeina em musculo cutaneo-peitoral intacto de rd. As curvas controles foram realizados com
100 mM de K’ e com cafeina 2 mM. O flavondide eupafolina, na concentragio de 100 pg/mL
foi adicionado ao banho de perfusdo contendo cafeina e foi capaz de induzir contragdo de 2
formas distintas. Em um primeiro momento foi observada uma contragdo fésica, seguida de
relaxamento. Logo apds, o musculo voltou a contrair, porém agora de forma tdnica.
Verificamos aumento significativo da contratura cafeinica em 47,7% da contratura potassica

apos a adi¢cdo de 100 pg/mL do flavonodide eupafolina.
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Figura 35: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina, na auséncia e na
presenca de 100 ug/mL do flavondide eupafolina. (B) As colunas representam as médias +
EPM de 6 experimentos. Os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados para
aqueles obtidos com 100 mM de K'. A analise estatistica aplicada foi o de analise de variincia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
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5.2.6 Efeito do flavonoide hispidulina na contratura cafeinica

Observamos, na figura 36, o efeito do flavondide hispidulina na contratura cafeinica em
musculo cutaneo-peitoral intacto de ra. Contratura controle foi induzida por 2 mM de cafeina,
na auséncia e na presenga de 100 ng/mL da hispidulina. Semelhante ao observado na figura
anterior, houve primeiramente uma contragdo fasica, seguida de uma contragdo tonica, o que

representou uma potencializagdo da contratura induzida pela cafeina em 94,5 % quando

normalizada pela contratura potassica.
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Figura 36: (A) Contragdes isotonicas induzidas por 2 mM de cafeina, na auséncia e na
presenca de 100 ug/mL do flavondide hispidulina. (B) As colunas representam as médias +
EPM de 6 experimentos. Os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados para
aqueles obtidos com 100 mM de K. A anlise estatistica aplicada foi o de analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.

** p <0,01 — controle (cafeina 2 mM) x hispidulina/cafeina 2 mM
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5.3 ATIVIDADE NA MUSCULATURA ESQUELETICA DE MAMIFERO

5.3.1 Efeito do extrato bruto metanélico da Eupatorium littorale em diafragma de
mamifero com estimulacio elétrica:

Para verificarmos a interferéncia do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale
na musculatura esquelética, utilizamos o musculo diafragma de camundongos. Estes foram
mantidos imersos em solug¢do nutritiva de Tyrode, a temperatura de 35°C e constantemente
aerado com carbogénio (mistura de 95 % de O, e 5 % de CO,).

Os musculos foram conectados a um transdutor de for¢a e as contra¢des isométricas

foram induzidas por estimulagdo direta das fibras musculares.
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5.3.1.1 Efeito do tempo de estimulaciio direta sobre o diafragma:

Foi adicionado ao banho de perfusdo, 10 uM de d-tubocurarina, objetivando excluir as
contragdes induzidas pelas termina¢des nervosas. Este musculo permaneceu em estabilizagido
por 30 minutos, onde foram analisados a contratura e o encurtamento do musculo, como pode
ser observada na figura 37. Este tempo de contragdo muscular, induzido eletricamente, foi
utilizado como controle da preparagdo, ja que ndo foi possivel verificar qualquer alteracdo na

contratura ou no encurtamento do musculo neste tempo de 30 minutos.
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Figura 37: Contra¢des isométricas induzidas por estimula¢do direta, apds adicdo de d-
tubocurarina ao banho de perfusdo. (A) encurtamento: os dados estdo expressos em
percentuais e foram normalizados para aqueles obtidos no tempo zero, que foi considerado
como 100 %. (B) contratura: os dados estdo expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados
para o valor obtido com 1 g; (C) registro original. Os pontos e barras verticais representam
respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 5 experimentos. A andlise estatistica
foi realizada através do teste ‘t” de Student.
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5.3.1.2 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale e do
veiculo Tween sobre o diafragma com estimulacio direta:

Apds estabilizagdo do musculo isolado, foi adicionado ao banho de perfusdo, 1,0
mg/mL do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale e foram avaliados os efeitos na
musculatura esquelética de mamiferos, quanto a contratura e ao encurtamento do musculo
durante 40 minutos, ap6s este periodo a preparacdo foi lavada com o liquido nutritivo e foram
observados os efeitos apos a retirada do extrato, durante 40 minutos. O mesmo protocolo foi
realizado, paralelamente, adicionando-se o veiculo do extrato bruto, o Tween 80, que foi
mantido durante 40 minutos no banho de perfusdo. Observamos que o Tween 80 ndo foi capaz

de interferir nas contra¢des induzidas eletricamente, conforme ilustrado na figura 38.
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Figura 38: Contragdes isométricas induzidas por estimulagdo direta, na presenca e apos a
retirada de 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale do meio de
perfusdo e na presenca de Tween 80. (A) encurtamento: os dados estdo expressos em
percentuais e foram normalizados para aqueles obtidos no tempo zero, que foi considerado
como 100 %. (B) contratura: os dados estdo expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados
para o valor obtido com 1 g. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as
médias + erro padrdo das médias de 4 a 5 experimentos.



71

Na presenga do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale, utilizando o tempo
zero como controle, observamos aumento do encurtamento do musculo nos tempos de 5, 10 e
15 minutos, em 8,6 % (t = 3,984, df = 8), 13,8 % (t = 4,565, df = 8) e 17,4 % (t = 3,639,
df = 8), respectivamente. Observamos, também, aumento da tensdo a partir de 10 minutos de

incubagdo com o extrato. Estes dados estdo demonstrados na figura 39.
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Figura 39: Contra¢des isométricas induzidas por estimula¢do direta, apds adicdo de d-
tubocurarina ao banho de perfusdo e 1,0 mg/mL do extrato bruto metandlico da Eupatorium
littorale (A) encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados
para aqueles obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %. (B) contratura: os
dados estdo expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor obtido com 1 g. (C)
Registro original. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro
padrdo das médias de 4 experimentos. A analise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de
Student ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,005, eee p < 0,001).
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Apds 40 minutos de incubagdo com o extrato bruto, a preparagdo foi lavada com
liquido nutritivo e o encurtamento do musculo e a contratura foram avaliados durante 40
minutos. Observamos, apos este tempo, que ocorreu reducdo significativa do encurtamento do
musculo a partir de 20 minutos da lavagem da preparacdo. No entanto, a tensdo muscular
manteve-se aumentada, ndo retornando aos niveis normais mesmo apos a lavagem. Estes

resultados podem ser observados na analise da figura 40.
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Figura 40: Contragdes isométricas induzidas por estimulacdo direta, apos a retirada do extrato
bruto do meio de perfusdo. (A) encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais e
foram normalizados para aqueles obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %.
(B) contratura: os dados estdo expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor
obtido com 1 g. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro
padrdo das médias de 4 experimentos. A analise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de
Student ( * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,005; eee p < 0,001).
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Apés estabilizagdo do musculo por 30 minutos, foi adicionado ao banho de perfusdo,
0,1 mL/mL de Tween 80, ja que este foi utilizado para solubilizar o extrato bruto metanolico.
Os efeitos deste diluente foram observados durante 40 minutos, registrando-se continuamente
a contratura e o encurtamento do musculo diafragma. Nao foi possivel verificar qualquer
alterag@o nesses parametros, indicando que o efeito observado com o extrato bruto nio foi em

decorréncia da presenca desse solvente.
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Figura 41: Contragdes isométricas induzidas por estimulagio direta, na presen¢a de Tween 80.
(A) encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais e foram normalizados para aqueles
obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %. (B) contratura: os dados estdo
expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor obtido com 1 g. (C) Registro
original. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrao das
médias de 4 experimentos. A andlise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student ( *
p <0,05).
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Quando adicionamos ao banho de perfusdo 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da
Eupatorium littorale para registrarmos as contragdes isométricas em musculo diafragma de
camundongos, usamos simultaneamente um poligrafo (Beckman) e um osciloscopio
(Tektronik). Este procedimento permitiu que fotogratdssemos, com auxilio de uma camera
fotografica digital, estas contragdes (figura 42) para que pudéssemos posteriormente analisar e
calcular o tempo e a velocidade de contragdo, além de possibilitar a avaliagdo da capacidade do
musculo em produzir 50% de relaxamento, como pode ser avaliado na tabela 2.

Pudemos observar que houve um leve aumento no encurtamento deste musculo na
presenca de 1,0 mg/mL do extrato até o tempo de 30 minutos. Porém depois deste tempo,

houve diminui¢do da mesma devido a contratura do musculo, como pode ser visualizado no

registro original da figura 42.

Lonirole

[empo de exposi¢ A0 em minuios

Figura 42: Registro original das contragdes isométricas induzidas por estimulag@o direta, na
presenca de 1,0 mg/mL de extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale, em diferentes
tempos, registrados em osciloscopio e fotografados com o auxilio de uma maquina fotografica

digital (n = 5).
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Na tabela 2, verificamos que 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico reduziu o tempo
de contragdo do musculo ap6s 20 minutos de incubagdo (t = 4,477, df = 6). Além disso, houve
aumento nas velocidades de contragdo nos tempos de 20 (t = 13,07, df = 6) e 25 minutos (t =
6,582, df = 6) e de relaxamento apo6s 20 (t = 2,532, df = 6) e 25 minutos (t = 4,193, df = 6) de

incubag@o.

Tabela 2: Propriedades contrateis do musculo diafragma de mamiferos (camundongos) na
presenca de 1,0 mg/mL de extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale.

Tempos TC (ms) TRsy (ms) VCiax (g/5) VRuax (g/8)
0 min 23,6 + 0,41 16,3 +0,41 40,6 +2,27 52,3 +1,04
5 min 22,4+0,75 16,2 +0,51 46,4 + 591 59,4 + 3,37
20 min 20,8 £ 0,40 16,0 £ 0,20 54,8 6,45 71,4 +0,63**
25 min 21,8 +0,94 15,6 £ 0,34 63,1 £6,05™ 71,2 +3.43°"
30 min 23,54+0,28 16,3 £ 0,28 45,3 +2,96 55,6 £ 0,07

TC = tempo de contragdo, TRsy = Tempo para 50% do relaxamento, VCuix = velocidade
méxima de contragdo; VR, = velocidade méaxima de relaxamento. Resultados representados
como médias * erro padrdo das médias de 5 experimentos. A andlise estatistica foi realizada
através do teste ‘t’ de Student (* p <0,05; *** p <0,005; eee p < 0,001).
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5.3.1.3 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale na

presenca de dantrolene e do veiculo propilenoglicol sobre o diafragma com estimulacio
direta:

Foram adicionados 12,5 pg/mL de dantrolene ao banho de perfusdo e 5 minutos apos,

1,0 mg/mL de extrato bruto metandlico. O dantrolene € usado experimentalmente como

antagonista da liberagdo de Ca'" pelos receptores rianodinicos. A contratura e o encurtamento

do musculo foram observados durante 35 minutos. Este protocolo foi repetido substituindo-se

o dantrolene por seu veiculo, o propilenoglicol a 2 % na presenga do extrato bruto e os

registros obtidos foram utilizados como controle.
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Figura 43: Contragdes isométricas induzidas por estimulagdo direta de 1,0 mg/mL do extrato
bruto metanolico da Eupatorium littorale, na presenga de 12,5 pg/mL de dantrolene e de igual
volume de propilenoglicol 2 %.(A) encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais e
foram normalizados para aqueles obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %.
(B) contratura: os dados estdo expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor
obtido com 1 g. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro
padrdo das médias de 3 a 5 experimentos.
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Apés adicionarmos ao banho de perfusdo 12,5 pg/mL de dantrolene houve redugdo do
encurtamento do musculo, em decorréncia da inibicio da liberagio de Ca™ do reticulo
sarcoplasmatico. Apds 5 minutos, adicionamos 1,0 mg/mL de extrato bruto metandlico, e
observamos que inicialmente o extrato bruto ndo foi capaz de reverter este efeito de forma
significativa. Este dado pode estar indicando que a a¢do do extrato bruto pode estar envolvida
com a liberagdo de Ca™" do reticulo. Porém, a tensdo foi alterada significativamente a partir de

25 minutos de incubagdo com o extrato bruto. Estes resultados estdo demonstrados na figura
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Figura 44: Contragdes isométricas induzidas por estimulagdo direta de 1,0 mg/mL do extrato
bruto metanolico da Eupatorium littorale na presenca de 12,5 pug/mL de dantrolene. (A)
encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais € foram normalizados para aqueles
obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %. (B) contratura: os dados estdo
expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor obtido com 1 g. (C) Registro
original. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das
médias de 4 a 5 experimentos. A andlise estatistica foi realizada através do teste ‘t’ de Student
(** p<0,01; *** p<0,005; eee p <0,001).
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Foi adicionado ao banho de perfusdio o veiculo utilizado para solubilizagdo do
dantrolene, o propilenoglicol 2 % e 5 minutos apds, adicionamos 1,0 mg/mL de extrato bruto
metanodlico da Eupatorium littorale (figura 45). Observamos que na presenca do solvente ndo
houve alteragdo de resposta do extrato bruto, indicando que o propilenoglicol ndo ¢ o agente
responsavel pelos resultados observados na figura de nimero 44 e, portanto, ndo € o agente

responsavel pelo bloqueio de resposta observada com o dantrolene.
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Figura 45: Contragdes isométricas induzidas por estimulagdo direta de 1,0 mg/mL do extrato
bruto metandlico da FEupatorium littorale na presenga de propilenoglicol 2 %. (A)
encurtamento: os dados estdo expressos em percentuais € foram normalizados para aqueles
obtidos no tempo zero, que foi considerado como 100 %. (B) contratura: os dados estdo
expressos em gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor obtido com 1 g. (C) Registro
original. Os pontos e barras verticais representam respectivamente as médias + erro padrdo das

médias de 3 experimentos. A analise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student
(* p<0,05).
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5.3.2 Efeito do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale em diafragma de
mamifero sem estimulacao elétrica:

A preparagdo permaneceu em estabilizagdo por 30 minutos apds a adigdo de 10 uM de
d-tubocurarina. Foi observada a contratura do musculo, durante 60 minutos na presenga de 1,0
mg/mL do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale e 70 minutos apds a sua retirada
do banho de perfusdo. Observamos que o extrato bruto foi capaz de aumentar

significativamente a tens3o deste musculo. Apds a lavagem da preparagdo, a contragdo do

musculo retornou aos niveis normais.
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Figura 46: Contragdes isométricas induzidas na presenca e na auséncia de 1,0 mg/mL do
extrato bruto metandlico da Fupatorium littorale (A) contratura: os dados estdo expressos em
gramas (g) de tensdo, normalizados para o valor obtido com 1 g. (B) Registro original. Os
pontos e barras verticais representam respectivamente as médias * erro padrdo das médias de 2

experimentos. A analise estatistica foi realizada através do teste ‘t” de Student (*** p < 0,005;
eee p <(,001).
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6 - DISCUSSAO

Alguns estudos ja foram realizados com diferentes espécies do género FEupatorium,
demonstrando muitos efeitos farmacolédgicos de interesse. Considerando a existéncia de dados
fitoquimicos que comprovam a existéncia de grupos quimicos, tais como os flavonodides,
realizamos este trabalho com o objetivo de estudar os efeitos da FEupatorium littorale na
mobilizagdo de calcio, utilizando, para tanto, a musculatura lisa ndo vascular de ratos e
também a esquelética de anfibios e camundongos.

Os testes quantitativos de atividade farmacologica na musculatura lisa ndo vascular
foram realizados em jejuno, ileo e utero de ratos, sendo realizadas curvas concentragdo
resposta cumulativas com acetilcolina (jejuno e ileo) e com calcio (utero). O extrato
metanolico da Fupatorium littorale apresentou atividade colinolitica envolvendo um
componente ndo competitivo revelado pela diminui¢do do efeito contratii maximo da
acetilcolina em jejuno nas concentragdes de 6, 25 e 50 ug/mL e em ileo nas de 6 e 12 ug/mL.
Este efeito foi revertido apds 30 minutos da lavagem das preparagdes com o liquido nutritivo.
Além disso, o extrato bruto deslocou a CEsy da acetilcolina para a direita, tanto em jejuno
como em ileo isolado de ratos com as concentragdes de 12 e 50 pg/mL, indicando a presenca
de, pelo menos, um componente colinolitico com atividade competitiva.

O deslocamento da CEs, estd relacionado a uma interagdo com receptores
muscarinicos. Os receptores muscarinicos sensiveis a acetilcolina sdo subdivididos em 5
subtipos (M;-Ms) (BARNES, 1989). A ativa¢do dos receptores muscarinicos M;, Ms e M;s
estimulam a transformagdo do fosfatidilinositol em diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol
(InsP3), enquanto que a ativagdo dos receptores expressos por M, e M, diminuem a sintese de

AMPc (BIRNBAUMER, 1990). Assim, os receptores M; e Mj estdo associados com a
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ativagdo da proteina Gy11 (sintese de InsPs;) e o M, e M, estdo associados com a ativagdo da
Gy, (inibi¢do da sintese de AMPc, ativagdo direta de canais de potassio e outras agdes)
(BONNER, 1989; BUCKLEY, 1990; DORIJE et al., 1990; HULME et al., 1990).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para caracterizar os subtipos de receptores
muscarinicos existentes na musculatura lisa ndo vascular. Farmacologicamente sdo utilizados
antagonistas seletivos, tais como, para o receptor M;, a pirenzepina e telenzepina, para o
receptor M,, a metoctramina e a himbacina, para o Ms;, hexahidrosiladifenidol e p-
hurohexahidrosiladifenidol e para o M, a tropicamida. Um antagonista seletivo para o receptor
M:; ainda ndo foi introduzido (KURIYAMA et al., 1998).

A maior parte da musculatura lisa ndo vascular de muitas espécies exibe uma populagdo
heterogénea de receptores muscarinicos (ENTZEROTH e MAYER, 1991; FORD et al., 1991;
GIRALDO et al., 1987; MAEDA et al., 1988; MICHEL e WHITING, 1988, 1990; OKTAY et
al., 1998) e em muitos existe preponderancia de receptores M,, com uma populagdo menor de
M; que medeiam as respostas contrateis (CANDELL et al., 1990; EGLEN et al., 1994;
ENTZEROTH et al., 1990; HERAWI et al., 1988; LUCARBACHOLESI et al., 1990;
ZHANG et al., 1991). AKBULUT (1999) demonstrou através de ensaios com radioligantes,
que as células duodenais de ratos contém tanto o subtipo M, quanto o M3, sendo este ultimo o
mediador das contragdes colinérgicas diretas (PFAFF et al., 1995). O papel dos receptores M,
nas contragdes de muitos musculos lisos tem sido descrito (THOMAS e EHLERT, 1996),
porém sua contribui¢do nas respostas contrateis no duodeno de ratos necessita melhor
investigacdo (AKBULUT, 1999).

A acetilcolina, um agonista muscarinico ndo seletivo, foi utilizada em concentragdes
cumulativas (10° a 10 M), nos protocolos de jejuno e ileo isolados de rato, com objetivo de

induzir a contra¢do do musculo. Este agonista se liga aos receptores muscarinicos,



82

provavelmente ao subtipo M;, induzindo a formagdo do InsP; que atua sobre receptores
especificos no reticulo sarcoplasmatico (RS) levando a liberagdo de Ca'". O aumento na
concentragio intracelular de calcio ([Ca''];) tém efeitos secundarios sobre outros canais
modulados ou ativados pelo calcio, por exemplo, canais de potassio, cloreto e, por vezes,
canais de cations. O aumento da probabilidade de abertura desses canais pode causar
despolariza¢do de membrana, que permite a entrada de maior quantidade de calcio através da
abertura de canais de célcio voltagem dependente (VOCs) (CARL et al., 1996). Além disso, o
calcio pode atuar sobre os receptores do InsP; e da rianodina (RyRs) presentes no RS,
induzindo uma maior libera¢do de célcio. Este ultimo mecanismo € conhecido como ‘liberagdo
de calcio induzida por calcio’ (CIRC) (ISHII et al., 1986; CARDFOLI, 1987; CARSTEN e
MILLER, 1987; Van BREEMEN, 1989; IINO, 1989; GAFFIN, 1999).

A elevagdo da concentragdo citosolica de calcio resulta em maior ligagdo do calcio a
calmodulina. Este complexo ativa as quinases da cadeia leve de miosina que, por sua vez,
fosforilam a serina na posi¢do 19 da cadeia leve de miosina (MLCy) (HARTSHORNE, 1987).
A fosforilagdo da Ser;o da MLCy permite que a ATPase da miosina possa ser ativada pela
actina possibilitando a contragdo do musculo (BOLTON, 1979; ABDEL-LATIF, 1986; ISHII
et al., 1986; CARDFOLI, 1987, CARSTEN e MILLER, 1987; Van BREEMEN, 1989,
SWEENEY et al, 1994). Altera¢cdes no influxo de calcio extracelular e/ou liberacdo
intracelular deste ion influenciam no processo contratil e no tonus muscular (Van BREEMEN
et al., 1987).

Considerando que o extrato bruto da Fupatorium littorale apresentou atividade
colinolitica competitiva e que esta atividade estd relacionada a ligagdo com receptores

muscarinicos, podemos concluir que existe um ou mais componentes que ao se ligar a estes
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receptores diminuem a produg@o de InsPs;, diminuindo, em consequiéncia, a liberagdo de calcio
do reticulo sarcoplasmatico.

Porém, o extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale também promoveu um
bloqueio ndo competitivo na contratura muscular de jejuno e ileo induzida por concentragdes
cumulativas de acetilcolina (10 a 10 M). Este efeito poderia ser explicado pela interagio do
extrato com canais de célcio. Sabe-se que bloqueadores de canais de célcio em preparagdes
isoladas de musculatura lisa comportam-se como antagonistas ndo competitivos a varios
agonistas, inclusive a acetilcolina e a noradrenalina (KARASAWA, et al, 1988,
VESPERINAS et al., 1989).

Os canais de calcio operados por voltagem (VOC), se abrem em resposta a
despolarizagdo da membrana, permitindo a entrada de célcio. Os VOCs na musculatura lisa,
sdo classificados como: tipo-L (longa durag¢@o, ativado por alta voltagem) e tipo-T (transiente,
ativado por baixa voltagem). Em geral, o canal de calcio do tipo-L € considerado como a
principal via de entrada do célcio na célula muscular lisa ap6s a geracdo de um potencial de
acdo, ja que a fungdo dos canais do tipo-T ainda € pouco compreendida (KURIYAMA, 1998).
Os canais do tipo-L da musculatura lisa tém as mesmas caracteristicas daqueles encontrados no
musculo cardiaco e na musculatura lisa vascular, tais como a ativagdo em potenciais de
membrana altos, o bloqueio por antagonistas de canais de calcio e a inativagdo tanto por
despolariza¢do quanto pela concentragdo de calcio intracelular (FERRONI et al., 1996; ITO e
TAKEDA, 1981).

Para verificarmos se os efeitos produzidos pelo extrato tanto no jejuno como no ileo
poderia estar envolvendo a inibigdo do influxo de célcio através de canais de calcio ativados

por voltagem, o extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale foi também testado na
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preparagdo de Gtero isolado de ratas, mantido em meio despolarizado por K' e isento de calcio
(EDMAN e SCHILD, 1962; SPEDDING, 1982).

Nesta preparagdo, a despolarizagdo da membrana aumenta inicialmente a mobiliza¢do
de célcio que ¢ gradativamente eliminado do meio por trocas sucessivas do liquido nutritivo do
banho de perfusdo. Na auséncia de calcio, o musculo volta a sua tensdo basal, mesmo
permanecendo despolarizado. Nesta condi¢do, a adigdo de ions calcio ao meio faz contrair o
musculo proporcionalmente as concentragdes adicionadas. De acordo com os estudos
realizados por FUSSLE et al. (1981) e IKIGAI e NAKAE (1987), a concentragdo minima de
calcio que produz a contragdo ¢ de aproximadamente, 200 nM, e a contragdo maxima ¢
produzida por 0,8 a 1,0 uM.

As contragdes maximas produzidas pelo célcio no utero isolado de ratas em meio
despolarizante foram reduzidas significativamente na presenga de 6, 12, 25 e 50 ug/mL do
extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale, sendo mantidas apos 30 minutos da retirada
do extrato bruto do meio de perfusdo mediante a lavagem da preparagdo. O extrato deslocou
as contrac¢des induzidas por concentra¢cdes cumulativas de calcio para a direita na concentragio
de 6 pg/mL. Estes resultados sugerem que o efeito colinolitico do extrato bruto observado em
jejuno e ileo de rato, provavelmente ndo esta envolvido com o bloqueio de canais de calcio do
tipo L.

A redugdo da resposta maxima apoOs incubac¢do do extrato bruto metanolico da
Eupatorium littorale em Gtero de ratas, ao contrario do que foi observado no jejuno e no ileo,
foi irreversivel, podendo ser um indicativo de lesdo de membrana.

Em conclusido, os resultados do estudo dos efeitos do extrato bruto metanodlico da

Eupatorium littorale na musculatura lisa ndo vascular, indicam a presenga de um ou mais
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principios ativos com atividade antagonista ndo competitiva para a acetilcolina e para o calcio
e de pelo menos um principio ativo antagonista competitivo para a acetilcolina.

A partir do extrato bruto metandlico da Eupatorium littorale foram isolados por
FREHSE (1999), no Departamento de Quimica da UFPR, dois flavondides, a hispidulina e a
eupafolina em uma mistura na propor¢do de 1:1. Com o objetivo de verificarmos possiveis
atividades farmacologicas que justificassem o isolamento quimico dos flavonodides,
primeiramente realizamos testes preliminares em musculatura lisa ndo vascular (jejuno e utero)
com esta mistura (1:1).

Alguns estudos ja haviam sido realizados com a hispidulina, onde foram verificadas
Trichophyton rubrum e Fpidermophyton flocossum (TAN et al., 1999), efeito hepatoprotetor
que pode estar relacionado com suas propriedades antioxidantes (FERRANDIZ et al., 1994,
CHEN, 1990; SANZ et al., 1994) e inibi¢do da agrega¢do plaquetaria mediada pela adenosina-
5’-monofosfato, acido araquidonico, PAF e colageno (BOURDILLAT et al., em 1988). Na
musculatura lisa ndo vascular, ABDALLA et al. (1988), observaram que a hispidulina causa
um desvio para a direita nas contra¢des induzidas por concentragdes crescentes de acetilcolina
em ileo e traquéia além de inibir significativamente a contragdo maxima induzida pela
acetilcolina. Em solugdo despolarizante isenta de calcio, a hispidulina causou tanto um desvio
para direita, quanto uma redugdo da contragdo maxima, das contragdes induzidas por CaCl, no
ileo, na traquéia e nas artérias pulmonares. Em solu¢do contendo EGTA isenta de calcio, a
hispidulina causa inibi¢do concentragdo-dependente das contragdes induzidas pela epinefrina
em artérias pulmonares e pela histamina no ileo. Os autores sugerem que a hispidulina pode
interferir com a ligagdo do Ca'" aos receptores protéicos do Ca'" nas células musculares lisas

e/ou com a liberagio de Ca dos estoques intracelulares induzidos por agonistas. Menos
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provavelmente, a hispidulina pode interferir com o influxo de Ca'" através da membrana da
célula muscular lisa (ABDALLA et al., 1988).

Apesar de existirem varios estudos envolvendo a hispidulina, a eupafolina somente foi
citada por possuir atividade citotdéxica (KUPCHAN, 1969; TAN et al., 1999; ELEMA et al.,
1989), considerando que existem poucos estudos envolvendo este flavonoide, seu estudo
torna-se bastante promissor.

Nos estudos realizados com a mistura de eupafolina e hispidulina (1:1) na musculatura
lisa ndo vascular (utilizando o jejuno), os flavondides, apresentaram atividade antagonista ndo
competitiva, que foi observada através da reducdo da resposta méaxima do orgdo frente as
contragdes induzidas por concentragdes cumulativas de acetilcolina (10° a 10> M) com as
concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,5 ug/mL, ndo sendo no entanto, reversiveis apos a retirada dos
flavondides mediante a lavagem da preparacdo. Estes resultados sugerem que os flavonodides
ndo estdo atuando sobre os receptores muscarinicos de membrana.

Para verificarmos a possivel atividade dos flavonoides sobre os canais de célcio do
tipo-L, foram realizadas preparagdes em uteros isolados de ratas, mantidos em meio
despolarizante e isento de calcio. O célcio foi adicionado ao meio, em concentragdes
cumulativas (10* a 107 M) para a obtengdo de contragdes induzidas pelo calcio. Os
flavondides, nas concentra¢des de 0,5 e 1,0 ug/mL n3o apresentaram efeito sobre canais de
calcio do tipo L.

Devido ao deslocamento da curva induzida por concentragdes cumulativas de
acetilcolina ap6s 30 minutos da retirada de 2,5 ug/mlL do extrato bruto para a esquerda,
repetimos 0s experimentos observando a contragdo muscular ap6s a retirada dos flavonodides

(1,0 ug/mL) tanto no utero (contraido pelo célcio), nos tempos de 30 e 60 minutos quanto no
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jejuno com 1,0 e 2.5 pug/mL dos flavonodides, nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos,
realizando curvas induzidas pela acetilcolina.

Nos experimentos realizados em jejuno, houve deslocamento significativo das
contragdes induzidas por concentra¢des crescentes de acetilcolina para a esquerda apos 30, 60,
90 e 120 minutos da retirada dos flavonoides. Este efeito ndo foi observado nos experimentos
realizados em utero isolado de ratas.

A contragdo muscular € proporcional a concentracdo de calcio intracelular. A
homeostase de célcio no musculo liso € mantida através do influxo e do efluxo de calcio
através da membrana sarcoplasmatica e pela liberag@o e recaptacio do célcio pelo RS.

Os principais fatores que levam ao aumento da [Ca ']; e da tensdo sdo: entrada de
calcio através dos VOCs abertos devido & despolarizagio e a liberagdo de Ca’" dos estoques
intracelulares pela acdo do InsP; ou pela ‘liberagdo de calcio induzido por célcio’ (CIRC)

(SOMLYO, e SOMLYO, 1968, SOMLYO, et. al, 1969, BECKER et al, 1989;

GANITKEVICH e ISENBERG, 1995; KAMISHIMA e McCARRON, 1996, KAMISHIMA e
McCARRON, 1997, HIROSE et al., 1998).

A diminui¢io da [Ca"']; ocorre em consequéncia ao efluxo de calcio que acontece
através de bombas de calcio presentes no sarcolema e/ou através do trocador Na'/Ca' ou
ainda através da recaptacdo de calcio pelo RS (FURUKAWA et al., 1988; BLAUSTEIN et al.,
1992).

Considerando que houve deslocamento para a esquerda das contra¢des induzidas por
concentragdes crescentes de acetilcolina apds 30 minutos da retirada de 2,5 pg/mL e apds 90
minutos da retirada de 1,0 ug/mL dos flavonoides (1:1) do meio de perfusdo, podemos incluir

a hipotese de aumento da concentragio de calcio intracelular por:

a) diminuigdo do efluxo (inibi¢do da bomba de célcio ou do trocador Na'/Ca');
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b) diminui¢do da recaptacdo pelo RS (inibi¢do da bomba de célcio);
¢) aumento da liberagdo de calcio do RS (induzido por célcio ou pelo InsPs);
d) aumento da entrada de célcio através dos VOCs.
Tendo como objetivo dar continuidade aos estudos dos efeitos do extrato bruto
metanodlico da Eupatorium littorale e dos flavonoides, eupafolina e hispidulina, na mobilizagdo

de Ca'"', realizamos estudos utilizando a musculatura esquelética, mais especificamente os

,
musculos sartorio e cutaneo-peitoral intactos de rd e o diafragma de camundongos.

O extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale, na concentragdo de 1,0 mg/mL,
em protocolo utilizando-se o musculo sartorio intacto de rd, potencializou a contratura
potassica (nas concentragdes de 40 e 100 mM), mas ndo alterou o tonus muscular per se. A
contratura induzida pela cafeina (2 mM) também foi potencializada mesmo apds
despolarizac¢do prévia do musculo com potassio 100 mM, porém de forma mais lenta. Quando
o calcio extracelular foi retirado do liquido nutritivo, praticamente anulou-se a potencializagio
da contratura cafeinica.

Os resultados obtidos sobre o musculo sartorio intacto de rad nos indicam possibilidades
quanto ao mecanismo de a¢do do extrato bruto metanolico da Eupatorium littorale, portanto,
para aprofundar os estudos e procurar esclarecer o mecanismo de agdo envolvido,
desenvolvemos alguns protocolos utilizando o diafragma de camundongos.

As contragdes musculares isométricas foram induzidas por estimulag@o elétrica direta
das fibras, tendo-se o cuidado de excluir as contra¢des induzidas por estimulagdo das
terminagdes nervosas através da adi¢do de d-tubocurarina ao banho de perfusdo, 30 minutos
antes da realizag@o de todos os protocolos experimentais.

Na presenca do 1,0 mg/mL do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale,

observamos aumento da amplitude de contragdo e contratura, sendo que apos a retirada e
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lavagem da preparagdo, a contratura manteve-se elevada. Verificamos que houve redugdo no
tempo de contracdo do musculo e aumento nas velocidades de contragdo e relaxamento na
presenca do extrato bruto.

Apés a adicdo de dantrolene (12,5 pg/mL), os efeitos do extrato bruto metanolico
foram parcialmente anulados, porém a contratura foi aumentada significativamente a partir de
25 minutos de incubacdo. O veiculo utilizado para solubilizacdo do dantrolene, foi o
propilenoglicol 2 %. Este solvente ndo foi capaz de anular os efeitos do extrato bruto,
indicando que n3o ¢ o agente responsavel pelo bloqueio da resposta observada com o
dantrolene.

Outro protocolo realizado foi o diafragma de camundongos, com adi¢do de 1,0 mg/mL
do extrato bruto, sem estimulagdo elétrica. Observamos que o extrato bruto foi capaz de
aumentar significativamente a contratura deste musculo. Apos a lavagem da preparagdo, a
contratura do musculo retornou aos niveis semelhantes aos do controle.

Para a diluigdo do extrato bruto metanolico, foi utilizado o detergente ndo-idnico
Tween 80 na concentragdo de 0,1 mL/mL. Em alguns protocolos experimentais seus efeitos ja
foram estudados, como por exemplo, na neuropsicofarmacologia onde sua indicagdo de uso ¢
de no maximo 1,0 mL/kg, quando administrados por via oral ou intraperitonial (VARMA et
al., 1985), enquanto que em preparagdes isoladas de musculo liso a indicagdo ¢ de 10 mL/L
(BRAAK e FREY, 1990). Considerando que ndo foram encontrados dados na literatura que
comprovassem a auséncia de efeitos na musculatura esquelética, verificamos o efeito do Tween
80, em musculatura esquelética de anfibios e de mamiferos.

Nos resultados obtidos, verificamos que o Tween 80 ndo alterou as respostas nem

induziu contra¢do muscular per se. Destes resultados pudemos concluir que o solvente
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utilizado na concentragdo de 1:10, ndo alterou as respostas obtidas pelo extrato bruto
metanolico da Fupatorium littorale.

Quando uma fibra muscular esquelética de um vertebrado € ativada por um impulso
nervoso, um potencial de agdo se propaga por toda a fibra. Este potencial entra pelos tabulos
T e induz a liberagdo de célcio a partir das cisternas do reticulo sarcoplasmatico (RS), levando
a contragdo muscular (MELZER et al., 1995). Este processo ¢ definido como acoplamento
excitagdo-contragdo (AEC) (RIOS et al.,, 1992; MELZER et al., 1995; OBA et al., 1997).

As estruturas envolvidas no processo do AEC sdo formadas por dois sistemas de
membrana justapostos, um no tibulo T e outro na membrana do RS, separados por uma
distancia de, aproximadamente, 12 nm (BLOCK et al., 1988). Os dois principais elementos do
processo de acoplamento, o sensor de voltagem no tubulo T e o canal de liberagdo de calcio no
RS, s3o caracterizados por sitios de ligacdo especificos para as dihidropiridinas (DHPs;
antagonistas de calcio) e para a rianodina (alcaldide natural obtido da Ryamia speciosa),
respectivamente (rev. MELZER et al., 1995).

O receptor da DHP (DHPR) tem duas fungdes, uma como sensor de voltagem e outra
como canal de calcio do tipo-L voltagem-dependente (SCHNEIDER, 1994; LUTTGAU,
2000), porém o influxo de calcio através deste ndo estd envolvido na ativagdo da liberagdo de
calcio do RS no musculo esquelético (SCHNEIDER, 1994). Os DHPRs sdo responsaveis pelo
movimento de cargas e pelo inicio do AEC no musculo esquelético (ADAMS et al., 1990;
RIOS e BRUM, 1987, TANABE et al., 1988).

Os DHPRs possuem 5 subunidades (o1, o, B, 0 € v) e € a subunidade a; que forma o
sensor de voltagem do canal, que € o sensor da molécula do receptor (CATTERALL, 1991).
A subunidade o contém o sitio receptor para as dihidropiridinas e outros antagonistas de Ca""

(GLOSSMANN e STRIESSNIG, 1990) e é estruturalmente similar aos canais de Na'
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voltagem-dependente, com 4 dominios transmembrana (I-IV) (MIKAMI et al, 1989
TANABE et al., 1987). TANABE et al. (1990), demonstraram que a al¢a II-1II do DHPR esta
envolvida na transmissio do sinal para os canais de liberagdo de Ca” do RS do musculo
esquelético, mas nao ficou definido ainda como ocorre esta interagao.

No musculo esquelético, os DHPRs estdo em conjunto, em grupos de 4 ou tétrades.
Estas tétrades estdo posicionadas em exata correspondéncia com o dominio citoplasmatico do
RyR, de forma que cada DHPR esta localizado imediatamente sobre uma subunidade do RyR
e, portanto, disponivel para uma interagdo direta (BLOCK et al, 1988; FRANZINI-
ARMSTRONG e KISH, 1995).

O complexo RyR inclui 4 mondmeros, cada um consistindo em mais de 5.000 residuos
de aminoacidos, deduzidos por clonagem e sequenciamento do DNAc, tendo uma massa
molecular calculada em torno de 565 kDa (TAKESHIMA et al., 1989). O RyR € um canal de
Ca'"" do RS com um dominio citoplasmatico muito grande, que parece conectar diretamente o
RS as membranas externas (FRANZINI-ARMSTRONG e PROTASI, 1997).

Os RyRs tém sequéncia e similaridade estrutural com outros canais intracelulares, como
o receptor do inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3), com o qual dividem o papel de liberagdio de Ca™
dos estoques intracelulares (NIXON, MIGNERY e SOMLYO, 1994). Os RyRs porém tém
maior condutividade que os receptores do InsP; e sdo utilizados em situagdes que necessitam
de liberagiio de Ca " em maiores quantidades, como durante o AEC no muisculo esquelético.

Varias substancias podem regular o RyR. Ativadores ou potenciadores incluem o Ca’™
(em concentra¢gdes micromolares), o ATP, o InsP; (em alguns tecidos), cafeina e xantinas
relacionadas, peptideos, rianodina (em concentra¢des micromolares), halotano e reagentes
sulfidrilicos, enquanto que o Ca’™ (em concentra¢des milimolares), o0 Mg”", a calmodulina, a

rianodina (em concentragdes milimolares), anestésicos locais e o ‘rutenium red’ sdo inibidores
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conhecidos (CORONADO et al, 1994; FLEISCHER e INUIL, 1989; MEISSNER, 1994;
PALADA et al., 1989).

Para o estudo da atividade do extrato bruto metanoélico, utilizamos o musculo sartorio
intacto de ra e, também, o musculo diafragma de mamiferos. Uma vantagem de trabalhar com
fibras intactas € o fato de que o meio interno mantém-se inalterado (MELZER et al., 1995).

Os resultados obtidos, em musculatura esquelética de anfibios, sugerem que o extrato
bruto metandlico pode estar exercendo seus efeitos atuando somente nos DHPRs,
demonstrado pela potencializa¢do da contratura potassica (40 e 100 mM), somente nos canais
de liberagdo de calcio do RS, demonstrado pela potencializagdo da contratura cafeinica (2
mM) ou em ambos.

A contratura potassica foi aumentada significativamente apos incubagdo do musculo
sartorio com 1,0 mg/mL do extrato bruto na presenga de 40 e 100 mM de K'. O aumento da
[K'] leva a despolarizagdo e inicia a contratura muscular. A for¢a contratil logo alcanga seu
efeito maximo, e ¢ mantida por alguns segundos (plato) (GOMOLLA et al, 1983,
GRABOWSKI et al., 1972).

A verificagdo do efeito do extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale na
liberagdo de calcio do RS foi desenvolvida através da indug@o da contratura pela cafeina (2
mM). A cafeina, um agente capaz de modular a atividade dos RyRs, tornou-se uma ferramenta
muito importante para o estudo da fisiologia da contracio muscular. E utilizada para
diferenciar os processos que ocorrem na membrana externa do musculo dos processos de
liberag@o intracelulares (MELZER, 1995; CORONADO et al., 1994; MEISSNER, 1994;
OGAWA, 1994). Em concentragdes milimolares, a cafeina ativa a liberacdo de calcio,
provavelmente pelo aumento da abertura do canal, sem alterar sua condutancia. Considerando

2

que a ativagdo pela cafeina foi observada na presenca de concentragdes nanomolares de Ca’™
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foi sugerido que a cafeina ndo so ¢ capaz de potencializar, mas também de iniciar a liberagio
de calcio (ROUSSEAU et al., 1988; DELAY et al., 1986; KLEIN et al., 1990, KOVACS e
SZUCS, 1983).

O extrato bruto metanolico potencializou a contratura induzida pela cafeina o que pode
indicar que o mesmo tenha ag@o sobre os RyRs, induzindo a liberagdo de calcio pelo RS. Com
o objetivo de aprofundar os estudos e confirmar a influéncia do extrato bruto sobre os RyRs, o
musculo foi mantido imerso em meio contendo 100 mM de K'. O aumento na [K'], que leva a
despolariza¢do e inicia a contratura muscular, permite o relaxamento espontaneo levando a
uma resposta fasica mesmo que a fibra continue despolarizada. Este relaxamento se deve a
uma inativagdo do mecanismo de acoplamento na membrana do tubulo T. O processo de
acoplamento permanece em um estado refratario e a fibra recupera lentamente sua habilidade
para contrair apos a despolarizacio (GOMOLLA et al., 1983; GRABOWSKI et al., 1972).
Nessas condi¢des, o extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale manteve a
potencializa¢do da contratura cafeinica, porém a contratura foi mais lenta, levando cerca de 12
horas para sua estabilizagdo, indicando que a potencializagdo da contratura cafeinica pelo
extrato bruto provavelmente sofre influéncia da acdo do mesmo sobre os DHPRs.

Dando continuidade ao estudo, realizamos um protocolo mantendo o meio com 100
mM de K" e isento de Ca'". Varios trabalhos foram realizados demonstrando que o sensor de
voltagem exibe um estado dependente da liga¢do aos ions metalicos. Em 1987, BRUM e RIOS
demonstraram que o sensor de voltagem pode apresentar 4 conformagdes: R (repouso), A
(ativo), I e I* (inativo). Em um trabalho posterior, BRUM et al. (1988), demonstrou que na
auséncia de ions metalicos na solugido externa, as altera¢des de conformagdo somente ocorrem

entre os estados I e I*, independentemente do potencial mantido (- 80 a 0 mV). Estes autores



94

explicaram suas descobertas pela teoria de que a ligagdo de Ca'" ao sensor de voltagem é um
pré-requisito para a sua ativagao.

Em 1989, PIZARRO et al., demonstraram que o Ca™' pode ser substituido por outros
cations metalicos, sem abolir a fungdo do sensor de voltagem, estabelecendo também uma
seqiiéncia de afinidades como segue:

Ca’* >Sr’" >Mg> >Ba” >Li'>Na">K'>Rb’ > Cs’

Em conclusdo, os trabalhos demonstram que nas fibras musculares esqueléticas de
vertebrados, o sensor de voltagem necessita ligar-se com o Ca”" ou com outro ion metalico
para se manter ativavel e que a indugdo da liberagdio de Ca'" do RS ndo necessita do influxo de
Ca'". Confirmando o mecanismo de agio do extrato bruto metandlico, verificamos que o
dantrolene, no protocolo utilizando musculatura de mamiferos, comprometeu o efeito do
extrato bruto metanolico da Eupatorium litforale, indicando que provavelmente o mecanismo
envolvido na agdo do extrato bruto esteja relacionado com a liberag@o de calcio do RS através
dos RyRs. O dantrolene é um inibidor da liberagio de Ca" através dos RyRs, utilizado
clinicamente na desordem farmacogénica conhecida como hipertermia maligna (XU et al,,
1998, ZUCCHI e RONCA-TESTONI, 1997), sendo muito util como ferramenta experimental
interesse em verificar se este efeito poderia ser devido a presenga da eupafolina e da
hispidulina.

A eupafolina foi adicionada ao meio, na concentra¢do de 100 pg/mL, apos indugdo da
contratura cafeinica (2 mM). Os efeitos foram observados durante 60 minutos. A eupafolina,
em um primeiro momento, induziu uma contragdo fasica, seguida de relaxamento e contragio
tonica. A contragio maxima obtida foi 47,7 % da contratura obtida com 100 mM de K’

(controle).
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Seguindo o mesmo protocolo a hispidulina foi testada também na concentragdo de 100
ug/mL na contratura cafeinica. Observamos efeitos semelhantes aos obtidos com a eupafolina,
porém a contragdo maxima obtida neste orgdo foi de 94,5 % da contratura potéssica (100
mM).

Os efeitos observados com a eupafolina e com a hispidulina foram bastante semelhantes
e podem estar indicando que os flavondides em um primeiro momento podem estar
promovendo uma despolarizacdo da membrana (fase fasica) e em um segundo momento,
induzindo a liberagio de Ca'" do RS (fase tonica). A despolarizagio da membrana pode ser
estudada através de protocolos utilizando solug@o contendo 100 mM de potassio, que provoca
a despolarizagdo da membrana e conseqiiente anulagdo da resposta induzida pelos flavondides
no caso do efeito ser dependente da despolarizagio.

Estes resultados indicam que os flavonoides podem ter participacdo efetiva na
potencializagdo da contratura cafeinica induzido pelo extrato bruto metanolico, porém ¢
possivel que outras substancias também podem estar participando na resposta observada com a

adi¢do do extrato bruto metanolico, pois a resposta teve caracteristicas diferentes.
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7 — CONCLUSAO

O estudo farmacologico do extrato bruto metanoélico da Eupatorium littorale Cabrera,

realizado no presente trabalho, contribuiu com as seguintes informagdes:

7.1 O extrato bruto metanolico apresentou atividade colinolitica reversivel envolvendo,
pelo menos, um componente ndo competitivo revelado pela diminuigdo do efeito contratil
méximo da acetilcolina em jejuno de ratos;

7.2 O extrato bruto deslocou a CEsy da acetilcolina para a direita, tanto em jejuno
como em ileo isolado de ratos, indicando a presenga de, pelo menos, um ou mais componentes
colinoliticos com atividade competitiva;

7.3 O efeito colinolitico ndo competitivo do extrato bruto metanolico parece ndo
envolver o bloqueio de canais de calcio do tipo L, pois em preparagdes de utero isolado de
ratas em meio despolarizante o extrato ndo foi capaz de deslocar a curva concentragio-efeito
de calcio;

7.4 O extrato bruto reduziu a resposta contratil maxima ao célcio na preparagdo de
utero isolado de rata, indicando a presenga de um ou mais componentes com atividade ndo
competitiva;

7.5 No musculo sartorio de rd, o extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale,
potencializou a contratura potassica, sem alterar o tonus muscular per se;

7.6 A contratura induzida pela cafeina no musculo sartério de ra foi potencializada
apos incubacgdo com 1,0 mg/mL do extrato bruto;

7.7 Apds despolarizagdo prévia do musculo sartdério com potéssio, o extrato bruto

manteve a capacidade de potencializar a contratura cafeinica, porém, de forma mais lenta;
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7.8 O extrato bruto metanolico da Fupatorium littorale ndo foi capaz de potencializar a
contratura cafeinica do musculo sartorio de rd, quando em liquido nutritivo despolarizante e
isento de calcio;

7.9 Os resultados obtidos sugerem que o extrato bruto metandlico pode estar
exercendo seus efeitos sobre os DHPRs, demonstrado pela potencializagdo da contratura
potassica; sobre os canais de liberagdo de calcio do RS, demonstrado pela potencializac¢do da
contratura cafeinica ou em ambos. Possivelmente, a presenca do célcio extracelular seja um
fator importante para sua atividade na musculatura esquelética;

7.10 Na presenga de 1,0 mg/mL do extrato bruto metanodlico da Eupatorium littorale,
as contragdes isométricas induzidas eletricamente em musculo diafragma de camundongos,
sofreram aumento da amplitude e contratura;

7.11 O extrato bruto reduziu o tempo de contragdo do musculo diafragma de
camundongos e aumentou as velocidades de contragdo e relaxamento;

7.12 Apds a adicdo de dantrolene, os efeitos do extrato bruto metanodlico foram
parcialmente anulados, indicando que o efeito pode estar relacionado com a liberagdo de calcio
do RS, através dos RyRs;

7.13 O extrato bruto metandlico da Fupatorium littorale, em diafragma de
camundongos sem estimulagdo direta, foi capaz de aumentar a amplitude e a contratura do
musculo;

7.14 O solvente utilizado para a solubilizagdo do extrato bruto (Tween 80) ndo foi
capaz de induzir contragdo per se ou de potencializar a contratura cafeinica em musculo
sartorio de ra e de interferir nas contra¢des induzidas eletricamente no musculo diafragma de

camundongos, indicando ndo ser o responsavel pelas respostas obtidas com o extrato bruto;
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7.15 O propilenoglicol 2 %, veiculo utilizado para solubilizagdo do dantrolene, ndo
anulou os efeitos do extrato bruto no diafragma de camundongos, indicando que ndo ¢ o
agente responsavel pelo bloqueio da resposta observada apos a adi¢do do dantrolene;

7.16 Houve deslocamento da curva concentragdo efeito de acetilcolina para a esquerda,
apos 30, 60, 90 e 120 minutos da retirada dos flavonoides (2,5 ng/mL) do meio de perfusdo;

7.17 Em preparagdes de utero isolado de ratas, mantidos em meio despolarizante e
isento de célcio, os flavonodides apresentaram efeito antagonista ndo competitivo;

7.18 A hispidulina e a eupafolina, testadas separadamente no musculo cutaneo-peitoral
de rd, potencializaram a contratura cafeinica, em um primeiro momento, com uma contragdo
fasica, seguida de relaxamento e contragdo tonica. Estes resultados sugerem que os
flavondides em um primeiro momento estdo promovendo uma despolariza¢cdo da membrana

(fase fasica) e, em um segundo momento, induzindo a liberago de Ca" do RS (fase tonica).



99

8 — ANEXO

8.1 EXEMI:LO DOS CALCULOS DOS TEMPOS E DAS VELOCIDADES DE
CONTRACAO E RELAXAMENTO
8.1.1 Passo 1:
Observar os dados de calibragdo obtidos durante o registro:
e Velocidade de registro: 50 ms a cada 15 mm;
e Tensdo: 1 g =40 mm (o peso de 1 g € colocado no transdutor de forga e a

tensdo gerada ¢ medida em milimetros),

8.1.2 Passo 2:

Na figura abaixo observamos a curva da cinética de contragdo do musculo na presenca
da substancia testada (curva maior). Observamos também pela curva menor, obtida através de
um circuito diferenciador ligado em paralelo a entrada do sinal do osciloscopio, dados que nos

possibilitam a realiza¢do de célculos relacionados a velocidade de contragdo e relaxamento:

Velocidade maxima @8



100

8.1.3 Passo 3:

Célculo do tempo de contragdo (TC): inicialmente, tragar uma reta seguindo a base da

curva, antes do inicio da contracdo (A). Em seguida, tracar a segunda reta passando pelo
ponto de velocidade méxima de contragdo, seguindo a curva da cinética (B). A terceira reta
deve ser tracada perpendicularmente a primeira e deve passar pelo ponto maximo de contragido
do musculo (C). O TC deve ser medido em milimetros, e em seguida, calculado utilizando a

calibragdo inicial (15 mm = 50 ms):

Exemplo: TC = 10 mm ISmm - 50 ms
I0mm - TC
1C =33 3ms

Calculo do tempo de relaxamento (TR so): utilizando as retas (A) e (C) tragcadas, medir

a curva C até o ponto maximo de contrac¢do (0 % de relaxamento), dividir este valor (em mm),
por dois (50 % de relaxamento). A partir deste ponto, tracar horizontalmente uma reta até
atingir a curva de contragdo (D) e novamente, tragar uma reta perpendicular a esta em dire¢do
a base, na reta A (E). O TR 5y deve ser medido em mm e calculado:

Exemplo: TR 50 =4 mm ISmm - 50 ms

4mm - TR50
TR 50 — ]3,3 ms

= %
r L—-— Sty
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8.1.4 Passo 4:

Calculo da velocidade méxima de contragdo (VCnix): € realizado através da

determinagdo da tangente o Para isso, deve-se tracar um tridngulo, seguindo a linha de base
(A), a curva de contragdo do musculo (B) e o ponto de contragdo maximo (C), como pode ser

verificado na figura a seguir:

tempo

Primeiramente sera medido o valor em milimetros do tempo e calculado com base nos
dados fornecidos na calibragao:

Exemplo: tempo = 17 mm ISmm - 50 ms

17mm - tempo

tempo = 56,6 ms

Em seguida, a tensdo foi medida (em mm) e calculada:
Exemplo: tensdo = 57 mm lg - 40 mm

tensdo - 57 mm

tensdo = 1,42 g

Com a determinagdo dos valores de tempo (ms) e de tensdo (g), podemos calcular o

valor da tangente o, que € correspondente a velocidade maxima de contragio:

tensdao

tgo =
. tempo
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Substituindo o tempo e a tensdo pelos valores calculados, temos:
142 ¢g
oo = ———
89T s6.6ms

Em seguida, transformamos o tempo de milissegundos para segundos:
1,42 ¢

t =
897 s66x107s

Obtendo assim o valor da velocidade maxima de contragdo em g/s:

VCiax = 25,08 g/s

8.1.5 Passo 5:

Calculo da velocidade méaxima de relaxamento (VRui): tendo o valor da VCx

previamente calculado, utilizamos a curva paralela, medindo o correspondente a0 VCyy € a0

VR (em mm) e realizamos uma regra de 3 simples:

Exemplo: Vs - 10 mm 25,08 g/s

VR - 9mm -

X
x =22,57g/s

Portanto, a VR € de 22,57 g/s.
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