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INTRODUCAO

Desde a antigiiidade, o homem vem utilizando os produtos naturais com
propriedades medicinais para o tratamento de varias doengas. Os chineses, mil
anos atras, € mais tarde os egipcios e depois 0s gregos e romanos tratavam seus
males com extratos vegetais, dos quais ndo se conheciam suas composigdes.

A origem do conhecimento do homem sobre as virtudés das plantas ¢
muito diversa e curiosa. Muitas foram as fontes que o auxiliaram: a inspiragéo, o
instinto, o ensinamento dos animais, as analogias de cor, forma exterior, gosto,
etc. Fol através da experimentagdo que praticava o homem primitivo com as
plantas que se passou a conhecer as suas propriedades curativas. E possivel que
o homem tenha levado a boca a maioria das plantas, muitas eram mocuas, outras
causavam enfermidades ¢ levavam a morte. Ndo ha duvida que algumas delas
aliviavam sintomas de indisposi¢do e enfermidades, e outras causavam
alucinagdes.

Dos 375 bilhdes de toneladas de alimentos que consumimos por ano, a
maior parte provém das plantas, sintetizado por elas, do ar e do solo, com a
ajuda da luz solar. O homem, desde os primérdios da civilizagdo, nominou as
plantas e os animais de seu ambiente, utilizando-se de palavras que os
representassem. Desta maneira, na linguagem corrente, foram surgindo mais e
mais nomes para os seres vivos em geral. A estes nomes, ditos populares pela

origem, foram acrescidos outros nomes, principalmte durante os periodos das



grandes viagens dos descobridores dos continentes e depois dos colonizadores,
0s quais propiciaram uma mistura de conhecimentos entre 0s povos € ragas
distintas.

Surgiu a necessidade de uma uniformizagdo na nomenclatura das plantas
com o objetivo de nomina-las de forma segura, foi entdo a partir do século
XVII que Linné empregou o latim, como idioma cientifico para descrever uma
espécie e caracterizd-la a uma categoria denominada de género. Desenvolveu-se
desse modo um sistema de identificagdo dc;, espécies vegetals que em grande
parte sanou o0s problemés referentes a confusdo existente a respeito da
identidade das plantas.

A utilizagdo de plantas medicinais no Brasil tem origem na cultura dos
diversos grupos indigenas que habitavam o Pais. Alguns exemplos Av sdo a
ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich), o guarand (Paullinia
cupana HB.K.), o taiuid (Cayaponia spp.), etc. Muitas outras espécies foram
trazidas pelos europeus, como a camomila (Matricaria chamomilla L.), a
melissa (Melissa officinalis L.), a malva (Malva sylvestris L.) e outras ainda sdo
provenientes de outros paises sul-americanos, como o boldo (Peumus boldus
Mol.) e a quilaia (Quillaja saponaria Mol.). A utilizagdo terap€utica das plantas
difundiu-se devido a grande importincia terapéutica a elas atribuidas pela
populagdo.

Esse conhecimento acumulado pela medicina popular permitiu o

desenvolvimento ao longo dos anos de medicamentos utilizados na clinica



médica como os digitalicos, a quinina, a morfina, a atropina, etc. C.ontudo, as
plantas de uma mesma espécie, crescendo em regides de climas diferentes, ndo
apresentam necessariamente o mesmo metabolismo secundario; por esta razio,
podem apresentar efeitos biologicos diferentes na dependéncia da concentragio
relativa desses principios.

Tendo em vista esta caracteristica vegetal, ¢ possivel cqmpreender que a
atividade medicinal de uma planta, em diferentes épocas e lugares, pode ter uma
variagdo muito grande: desde atividade benéﬁca, quando predominam os
principios terapéuticos, até agdo tdxica, quando outros produtos predominam ou
a sintese daqueles principios € excessiva. Portanto, somente a perfeita
compreensdo dos fendmenos que envolvem o cultivo, controle e utﬂizagﬁo.das
plantas medicinais, ou produtos dela extraidos, nos possibilitardo a utilizagdo
plena desses recursos.

A propria Organizagdo Mundial de Satde vem reconhecendo o valor
terapéutico das plantas medicinais e estimulando seu uso em paises em
desenvolvimento, embora tenha recomendado cuidados especiais a populagdo
(WHO, 1991); Outra avaliagdo da WHO indica que cerca de 80 % da populagdo
ainda utiliza direta ou indiretamente produtos derivados de plantas para o
tratamento dos cuidados primarios a saude (WHO, 1993) Hoje, a medicina
alopatica utiliza aproximadamente 119 drogas, com estruturas definidas, que sdo
extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores. No entanto, das cerca de

360.000 espécies de plantas superiores conhecidas, somente cerca de 10 % delas



-ja foram estudadas com a finalidade dé verificar suas atividades bioldgicas, o

que permite deduzir que muitas substincias com atividade medicinal podem
ainda ser isoladas (Chadwick ¢ Marsh, 1990). Cerca de 2/3 das espécies
estdo distribuidas nas florestas tropicais, de paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul. Somente o Brasil detém
aproximadamente 60.000 espécies representando um total de aproximadamente
20 % de todas as espécies conhecidas da flora mundial, e supde-se que existam
mais de 10.000 espéc‘ies ainda ndo catalogadas na floresta amazdnica.. E
possivel que muitas espécies vegetais estejam praticamente extintas ou serdo
extintas nos proximos anos, ndo permitindo assim sequer a analise de seus
potenciais terap8uticos e/ou econdmicos.

Nas ultimas décadas, as plantas medicinais passaram a ser cogitadas, por
alguns profissionais da area de satde e por érgdos governamentais, como um
recurso terapéutico passivel de utilizagdo no atendimento de algumas das
necessidades dos servigos de saude. Além disso, os produfos naturais, em
especial as plantas medicinais, vém igualmente propiciando a sintese de novas
moléculas com potencial medicinal (protétipos) que resultaram no
desenvolvimento de novos farmacos pela industria farmacéutica internacional.

Sdo muitos os exemplos de farmacos obtidos a partir de recursos naturais,
e assim o valor econémico dos recursos de origem vegetal e animal ¢
imensuravel. Os dados disponiveis indicam que cerca de 25 % dos

medicamentos atualmente comercializados sdo obtidos direta ou indiretamente a



partir de recursos naturais, especialmente de plantas (Fammsworth € Morris,
1976; Balandrin et al, 1985). Estima-se que o mercado mundial de
medicamentos ultrapasse a U$ 300 bilhdes/ano e assim o valor agregado dos
produtos naturais, somente neste setor, pode ser considerado de grande monta. -

Uma outra aplicagdo importante na drea de produtos naturais é o uso
crescente das toxinas e de venenos de origem animal, e dos produtos derivados
de plantas como ferramentas indispensaveis para a compreensdo de fenémenos
moleculares complexos em nivel celulér e molecular. Embora ndo seja conhecido
o valor econdmico da comercializa¢do desses produtos, certamente eles
representam um mercado consideravel em todo o mundo. Como exemplos,
podem ser mencionados, a rianodina e a cafeina, alcaldides que interferem com
o calcio no reticulo sarcoplasmatico, a tapsigargina, sesquiterpeno que interfere
com a bomba de calcio ATPase do reticulo endoplasmatico, a capsaicina, amida
que estimula receptores proprios e libera neuropeptideos de neurénios
sensoriais, acido ocadaico, mibidor de fosfatases, forskolin, diterpeno que ativa
a adenilato ciclase, etc. Soma-se a 1sso a enorme contribui¢do de varias toxinas
animais e vegetais que permitiu, pela especificidade de agdo, estudar e clonar
varios canais 1dnicos possibilitanto, assim, o entendimento do mecanismo de
ac¢do de muitos neutrotransmissores.

Nos tltimos anos o interesse pelas plantas medicinais, visando ao
desenvolvimento de novos medicamentos tem crescido acentuadamente em todo

o mundo (Eisenberg 1993; Hoffman e Eskinazi, 1995; Leaders, 1996; Brevoort,



1996). Assim, o interesse € consequentemente os Investimentos da indudstria
farmacéutica, particularmente a multinacional, t€m crescido de maneira
expressiva nesta area. Ha 15 anos, poucas das maiores industrias farmacéuticas
mundiais tinham programas de pesquisa na area de plantas. Atualmente, pelo
menos metade dessas grandes industrias estd desenvolvento projetos de
pesquisas com plantas (Borris, 1996; Turner, 1996).

Pesquisas realizadas nos ultimos anos permitiram o desenvolvimento de
medicamentos importantes a partir de plantas. Podem ser mencionadas, entre
outras, a descoberta dos alcaléides vimblastina e vincristina isolados do
Catharantus roseus o terpendide taxol isolado do Taxus brevifolia, (Cragg et
al., 1993), drogas utilizadas no trataménto da leucemia e do cancer de ovario e
marna, respectivamente, ¢ a artemisinina, sesquiterpeno lactona isolado da
Artemisia anua (Hien e White, 1993), empregada no tratamento da maldaria.
Somente no ultimo ano a Food and Drug Administration (USA) aprovou a
- liberagdo de trés novas drogas derivadas de plantas: o hycantin isolado da
Camptotheca acuminata (usada no tratamento do cdncer de ovario), taxol
isolado do Taxus brevifolia (empregado no cdancer de ovario e mama) (Wall e
Wani, 1996) e a nabilona isolada da Canabis sativa (antiemético). Além disso,
muitos compostos isolados de plantas estdo em fase avancada de estudos
clinicos.

Varios fatores tém contribuido para o crescimento do mercado dos

medicamentos derivados de plantas em todo o mundo. Entre outros, podem ser



mencionados: 1) grande parte da populagdo procura por medicamentos mais
eficazes; 2) em muitas patologias, as drogas sintéticas ainda ndo demonstraram a
eficacia clinica esperada; 3) a populagdo de muitos paises, espécialmente 0s
mais ricos, vem nos ultimos anos procurando por terapias naturais, insatisfeita
com a medica¢io modema, especialmente face aos seus efeitos indesejaveis. Por
categoria terapéutica, o mercado de fitofarmacos ¢ formado por medicamentos
com agdo sobre o sistema cardiovascular (27%), seguido por drogas para o
tratamento de afec¢des respiratérias (15%.), do trato digestivo (14%) e como
tonicos (14%,). Medicamentos, como por exemplo, 0 Tebonin®, o Ginsena ©,
produtos derivados do alho (Kway®), chegam a comercializar 200, 50 e 40
milhdes de dolares/ano, respectivamente (Grunwald, 1995; Brevoort, 1995)

Em que pese a necessidade de elevada tecnologiai e dos altos custos
envolvidos no desenvolvimento de novas moléculas com potencial medicinal,
com a aprovagdo da Ler de Pétentes esse quadro deve ser modificado
completamente no Brasil. O desenvolvimento de novas moléculas ativas, com
mecanismos de a¢do bem definidos, particularmente a partir de produtos
naturais, podera abrir grandes possibilidades de interagdo com parte da industria
farmacéutica nacional, mas principalmente com a multinacional, no momento
‘muito interessada no desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento de
varias patologias onde a sintese organica ndo tem mostrado resultados
promissores. Como ja mencionado anteriormente, tal fato tem levado a maioria

das grandes industrias farmacéuticas a desenvolver grandes programas visando



ao desenvolvimento de novas drogas a partir de produtos naturais (Turner, 1996;
Wall e Wani, 1996).

No Brasil, as pesquisas de plantasv medicinais de uso ‘popular foram
incentivadas principalmente pelo Ministério da Saude através da sua Central de
Medicamentoé (CEME). O objetivo prinéipal do programa foi avaliar
pragmaticamente as propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas das plantas
mais comumente utilizadas, visando a sua validagdo como alternativas
terapéuticas. Validar uma planta medicinal de .uso tradional ou popular €; no
sentido estrito do termo, comprovar os beneficios do seu uso na espécie humana,
ou seja, garantir que o fitoterapico € eficaz e tem baixa toxicidade, e imncluem-se
também testes pré-clinicos e clinicos.

Seguindo as diretrizes dessa linha de trabalho, em nossos laboratorios
foram realizados estudos prévios com o extrato hidroalcodlico das cascas da
Drymis winteri (Winteraceae), planta nativa da regido Sul do Brasil e também de
outros paises da América do Sul (figura 1), sendo conhecida popularmente como
casca de anta, canela amarga e para tudo. Esta planta é utilizada pela populagdo
para o tratamento das patologias relacionadas ao sistema respiratorio, incluindo
alergia e a asma bronquica. Suas cascas sdo também empregadas como
antiinflamatdrio, cicatrizante, antiespasmodico e antipirético (Morton, 1981;
Simdes et al., 1986).

A Drymis winteri é uma arvore com até 5 m de altura, com folhas

alternas, oblongas e obtusas de aproximadamente 6 a 7 cm de comprimento por



6 cm de largura, com a face inferior branco-prateada. Flores hermafroditas, de 2
a 3 cm de didmetro, com pétalas brancas, muitos estames e fruto carnoso.

Os estudos fitoquimicos descritos na literatura para essa € outras espécie
desse género, deanstram a presenga de varios metabolitos secundarios de
diferentes classes quimicas, incluindo aldeidos sesquiterpénicos (Appel et él.,
1959; Appel e Dohr, 1958; Cortés e Oyarzun, 1981; Brown, 1994) e flavonéides
(Cruz e Silva., 1973; Torres et al., 1992). Um dos principais constituintes_da
Drymis winteri foi o sesquiterpeno identificado como poligodial um composto
que apresentou atividade inseticida (Caprioli et al., 1987) e antimicrobiana (
McCallion et al., 1982; Samuelsson, 1992). Na ﬁgufa 2 podemos observar
alguns dos constituintes isolados da Drymis winteri descritos na literatura, e na
figura 3 os constituintes isolados no Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da UFSC que foram analisados farmacolégicamente
neste trabalho.

Os testes “in vivo”, realizados com o objetivo de caracterizar algumas
das a¢des atribuidas pela medicina poupular 4 esta planta, demonstraram que no
extrato hidroalcodlico da Drymis winteri estio presentes constituintes com
potencial atividade analgésica, antiinflamatéria e antialérgica (Tratsk et al,
1995; Matta et al., 1994). Estes resultados preliminares mostram claramente que
o extrato hidroalcodlico das cascas de Drymis winteri apresenta principio(s)
ativo(s) capaz(es) de antagonizar as respostas edematogénicas e contracturantes

causadas por varios mediadores quimicos diretamente envolvidos nas reagdes
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inflamatdrias e alérgicas. Além disso, o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri
foi efetivo em promover analgesia além ter inibido a reagdo anafilatica em
animais ativamente sensibilizados a ovalbumina. Em conjunto, estes resultados
indicam que as cascas da Drymis winteri contém principib(s) com potencial
atividade antiasmatica, antiinflamatéria, além de propriedades analgésicas,
quando admunistradas por via oral “in vivo”. Além disso, o efeito do extrato
hidroalcoodlico da Drymis winteri foi de longa duragdo. O mecanismo de agio
desse(s) composto(s) ndo estévainda completainente claro, mas os resultados
preliminares indicam que o extrato hidroalcoolico dessa planta parece mterferir
com varios mediadores quimicos envolvidos no processo inflamatorio, alérgico
e na transmissdo dolorosa. Tais resultados apontam uma ag¢do potencialmente
benéfica do(s) principio(s) ativo(s) presente(s) nesta planta para o tratamento de
patologias como a asma bronquica, alergia e nos processos inflamatérios e para
o tratamento da dor.

A asma brénquica bem como a alergia sdo patologias até o momento de
dificil tratamento devido em grande parte a complexidade de mediadores
quimicos envolvidos. Assim, € hoje reconhecido que além da participagdo da
histamina ja bem estabelecida, muitos outros mediadores quimicos como 0s
derivados do metabolismo do acido araquidénico, incluindo principalménte 0s
leucotrienos e o tromboxano A, , o fator de agregagdo plaquetaria (PAF), varios
neuropeptideos como as cininas, taquicininas, CGRP, as citdcinas, endotelinas

além de fatores presentes no endotélio como o éxido nitrico estdo envolvidos
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(Frossard e Fajac, 1995; Barnes e Liew, 1995; O’Byme, 1995; Bai et al., 1995).
Considerando a grande ocorréncia dessas patologias em todo o mundo e
motivado principalmente pela falta de um tratamento efetivo, tem sido intensa a
pesquisa nas grandes industrias farmacéuticas visando desenvolver novos
medicamentos mais eficazes no tratament;'ov dessas patologias (Cockcroft e
Murdock,- 1987; Joos et al., 1995; Kurosav;%a, 1995; Morley, 1995; Banner e
Page, 1995; Howarth, 1995). | |
Considerando a ampla utilizagdo da in%uséo das cascas da Drymis winteri
para o tratamento de patologias relacionadas a doengas do trafo respiratorio,
incluindo a asma brénquica ¢ a alergia, a auséncia de estudos farmacoldgicos
com essa planta e principalmente em fungdo dos resultados altamente
promissores obtidos nos estudos anteriores de nosso laboratdrio, julgou-se de
interesse dar continuivdadev aos estudos farmacoldgicos “in vitro” com o extrato
e com alguns dos principios isolados dessa planta. O conhecimento acerca do
mecanismo de agdo do extrato, fragdes semipuriﬁcadas e dos compostos puros
da Drymis winteri 'p‘oderia contribuir para o desenvolvimento de novas
alternativas para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
de processos inflamatdrios croénicos como a asma brénquica, no tratamento da

alergia e para o alivio da dor.
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FIGURA 2: Compostos isolados da Drymis winteri descritos na literatura.
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2 - OBJETIVOS
O presente estudo foi desenvolvido visando:

1 - Analisar aIguhs dos mecanismos envolvidos nas agbes do extrato
hidroalcodlico das cascas da Drymis winteri (Winteraceae), planta utihizada
no Brasil para o tratamento da asma e da alergia, sobre as respostas contrateis
induzidas por varios mediadores quimicos envolvidos nos processos
inflamatorios, nociceptivo na asma e na alergia, na musculatura hsa vascular e

néo vascular “in vitro”,

2 - Analisar'ém diversas preparagdes de musculos lisos isolados, as
ac¢les de algumas fragdes semipurificadas bem como de compostos isolados
das cascas da Drymis w{nteri, com o objetivo de caracterizar o(s) princip1o(s)
ativo(s) responsavel(is) pelo(s) efeitos analgésicos, antiinflamatorios e anti-
alérgicos obtidos em estudos anteriores para o extrato hidroalcoolico desta

planta.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados cobaias de ambos os sexos, pesando entre 200 a 500 g e
ratos wistar de ambos os sexos pesando 180 - 350 g, criados no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais foram alojados em
gaiolas plasticas e em ambiente com temperatura controlada ciclo claro/escuro de

12 h, com agua e ragdo fornecidas ad libitum.

3.2 - Classificacio Botinica

As cascas da Drymis winteri (Winteraceae) foram coletadas no municipio
de Bom Retiro - SC, e a classificagdo botanica da espécie foi realizada pela
profeséora Leila da Graga Amaral, do Departamento de Botinica da UFSC,
Floriandpolis. Uma excicata da planta foi depositada no Herbario FLOR do Horto

Botanico da Universidade Federal de Santa Catarina, registrada sob o numero

26313.

3.3 - Analise Quimica
O estudo fitoquimico desta planta foi realizado no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica da UFSC, sendo coordenado pelo Prof.

Dr. Rosendo A. Yunes. O material vegetal foi cortado em pequenos pedagos,

secos durante dois dias a 40 - 50 °C em estufa e submetido & preparagdo dos
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extratos. Foram obtidos dois extratos, denominados de A (para testes

farmacologicos) e B ( para analise fitoquimica).

3.3.1 - Preparacio do Extrato A (Extrato Hidroalcodlico)

O material vegetal foir macerado com uma mistura de etanol/agua 1:1
durante cerca de 10 dias a temperatura ambiente. Posteﬁoﬁnente, o extrato foi
filtrado e concentrado em evaporador rotatéri_o sob pressdo reduzida até a
concentragio de = 30 %, sendo acondicionado em recipientes apropriados e

mantidos sob baixa temperatura até a realizagdo dos testes farmacologicos.

3.3.2 - Preparacio do extrato B (Extrato Metandlico)

O material vegetal foi macerado com metanol comercial durante cerca de
10 dias a temperatura ambiente, filtrado e concentrado em evaporador rotatdrio
sob pressdo reduzida até cerca de 1/6 de seu volume inicial para obteng¢do do
extrato metandlico bruto. A este extrato foi adicionado cerca de 50 % v/v de
agua destilada sendo posteriormente particionado sucessivamente com solventes
de polaridades crescentes, como cloroférmio e acetato de etila, para obtengdo dos
respectivos extratos semipuros, conforme metodologia descrita anteriormente
(Miguel, 1987; Cechinel Filho, 1995a). O extrato de cloroférmio foi submetido a
cromatografia em coluna sobre silica gel (Merck 60) eluido com uma mistura de
hexano/acetato de etila, com aumento gradativo de polaridade (acetato de etila).

Apos reunido das fragdes similares, monitoradas por cromatografia em camada
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delgada, e sucessivas cromatografia em coluna, foi possivel isolar ¢ identificar
quimicamente alguns compostos, como o poligodial e o I-B[p-mefoxi-
coumaroiloxi] poligodial. Alguﬁs compostos isolados da Drymis winteri
necessitém ainda ser identificados quimicamente, os testes fitoquimicos indicam
que parecem tratar-se devsesquiterpenos (composto 3, 5 e 9).

Do extrato semipuro de acetato de etila foram isolados, por cromatografia
em coluna, usando CHCl; / MeOH como eluente com aumento gradativo da
polaridade (MeOH), os flavonoides astilbina e taxifolin. Todos os compostos
foram caracterizados a partir de dados espectroscépicos usuais IV, RMN -'H e
3C) em comparagio com aqueles descritos na literatura e através de
cfomatogfaﬁa em camada delgada com amostras auténticas (poligodial, astilbina

e taxifolin).

3.4 - Isolamento e Montagem das Preparacgoes

3.4.1 - Traquéia de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabeca,
seguido de secgdo das artérias carétidas. A traquéia foi rapidamente removida e
cuidadosamente dissecada dos tecidos adiposos e conectivos. Geralmente quatro
anéis transversos (3 - 4 mm de largura) foram obtidos de cada animal. Os anéis
foram abertos ¢ as prei)aragées, com cerca de 8 - 10 mm de comprimento, foram
montadas em cubas de vidro contendo 5 ml de solug¢do nutritiva de Krebs-

Henseileit com a seguinte composi¢do (mM): NaCl 118,0; KCl 4,4; CaCl, 2,5,
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NaHCO; 25,0; MgSO4 1,1; KH,PO, 1,2; e glicose 11,0; mantida a 37 °C
através de banho circulanté, pH 7,2 - 7.4, borbulhada com 5 % de CO; € 95 % de
O, . As preparagdes permaneceram em equilibrio durante pelo menos 60 min
antes da'adigéo das drogas ao banho, sob tensdo basal de 1,0 g; sendo a solugdo
nutriente renovada a cada 15 min. As alteragGes na tensdo foram registradas por
meio de transdutores de forca F-60 acoplados a registrador Narco 40 (ambos da
Narco Biosystems). As preparagdes foram montadas sem epitélio,'_ sendo que a
remogio foi feita com auxilio de algoddo mmerso na solugdo nutriente. A auséncia
do epitélio foi confirmada pela falta de relaxamento & bradicinina (100 nM) em
preparagdes sob tonus espontdneo (Schlemper e Calixto, 1994, 1995). Em todos
os experimentos somente um agonista foi testado em cada preparagdo, e quando
foram utilizados a substincia P e andlogos, todos os experimentos foram
conduzidos em presenga de captopril (3 uM) e fosforamidon (I uM), adicionados

a0 banho 15 min antes da adigdo das drogas para prevenir a agdo das peptidases.

3.4.2 - Procedimento Experimental

Apo6s o periodo de equilibrio, foram construidas curvas concentragdo-
respostas‘cumulativas a bradicinina (1 nM - 10 uM), prostaglandina E; (1 - 100
nM), acetilcohna (1 nM - 1 mM), capsaicina (0,1 - 100 aM), substéncia P (0,1
nM - 10 uM), histamina (I oM - 1 mM), U 46619 (0,1 nM - 1 uM) analogo

estavel do tromboxano A, , composto 48/80 (1 - 100 pg/ml), [B-ala ® ]



19

neurocinina A (4-10) (1 nM -1 pM), agonista seletivo para o receptor NK;
substincia P-metil éster (1 - 100 nM) agonista seletivo para receptor NK, e
senktide (1 - 100 nM), agonista seletivo para o receptor NK; . Os experimentos
foram conduzidos na auséncia e na presenga do extrato hidroalcoolico, fra¢des
semipurificadas ou de compostos isolados das cascas da Drymis winteri,
adicionadas ao banho 20 min antes da obtengdo das curvas concentragdo-
resposta. Geralmente 2 a 3 curvas concentragdo-resposta completas foram
obtidas para cada agonista em cada preparagdo com intervalo de 60 min entre

cada curva. Os experimentos com bradicinina foram obtidos na presenga de

captopril (3 uM) para evitar sua degradagdo pelas cininases II.

3.4.3 - Traquéia de cobaia ativamente sensibilizada a ovalbumina |

Cobaias de ambos os sexos foram sensibilizadas pela injec}ﬁo
intraperitoneal de 0,5 ml de solugdo salina 0,9%, contendo 10 pg de ovalbumina,
dispersa em 1 mg de hidroxido de aluminib. A injecdo foi repetida 14 dias apds e
os animais foram sacrificados 7 a 10 dias depois da segunda injegdo de
ovalbumina (Andersson e Bergstrand, 1981; Pretolani et al., 1989). Apés a
remogdo dos tecidos adjacentes, as preparagdes foram montadas em cubas de
vidro contendo 5 ml de solugdo de Krebs-Henseileit (Schlemper e Calixto, 1995).

Decorrido o periodo de equilibrio de 60 min, as prepara¢des foram contraidas

com a adigdo de carbacol (100 uM), e apos 30 min, as preparagdes foram lavadas
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vérias vezes. Apos o completo relaxamento foi adicionado ao banho ovalbumina
(1 - 3 pg/ml) e a resposta contratil foi analisada em varias periodos 2, 5, lO,k 15,
20, 25 e 30 min, apos a adi¢do da ovalbumina. A resposta contratil a ovalbumina,
foi obtid.a na presenc¢a ou na auséncia do extrato hidroalcoodlico, fragdes e dos
compostos isolados da Drymis winteri pré-incubados 20 min. A resposta

contratil 4 ovalbumina, foi comparada como percentagem de contra¢io maxima

induzida pelo carbacol (100 uM).

3.4.4 - Bexiga de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabega,
seguida de secgdo das artérias carotidas. A bexiga urinaria foi isolada e 3 a 4 tiras
de 10 a 12 mm de coinprimento por 3 a 4 mm de largura foram obtidas de cada
animal. As preparagdes foram montadas em cubas de vidro contendo 5 ml de
solugdo nutritiva de Krebs-Henseileit com a seguinte composigdo (mM): NaCl
118,0; KClI 4,4; CaCl, 2,5; MgSO, 1,1; NaHC03 25,0; KH; POy 1,2 e glicose
11,0; mantida a 37 °C, através de banho circulante, pH 7,2 e 7,4; borbulhada com
5% de CO, € 95% de O, . As preparagdes pennanécéram em equilibrio durante
60 min antes da adi¢do das drogas ao banho, sob tensdo basal de 1,0 g; sendo a
solugdo nutriente renovada a cada 15 min. As alteragdes na tensdo foram

registradas por meio de transdutores de forga F-60 acoplados a registrador Narco

40 (ambos da Narco Biosystems).
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3.4.5 - Procedimento experimental

Decorrido o periodo de equilibrio, foram obtidas curvas concentragdo-
resposta' cumulativas ao carbacol (10 nM - 10 puM), histamma ( 100 nM - 100
uM), bradicinina ( 0,1 oM - 1 uM) e substdncia P ( 0,1 oM - 1 uM). Os
expeﬁmentos foram conduzidos na auséncia ou na presengca do extrato
hidroalcodlico das cascas da Drymis winteri (0,25 - 2 mg/ml), adicionado ao
banho 20 min antes da realizagdo das curvas concentragdo resposta aos agonistas.
Geralmente 2 a 3 curvas concentragdo-resposta foram obtidas para cada agonista
em cada prepara¢do com intervalo de 60 min entre cada curva. As respostas
contréteis induzidas pela bradicinina foram obtidas na presenga de captopril 3
uM), para evitar sua degradagdo pelas cininase II, e os experimentos com a
substincia P foram conduzidos na presénga de captopril 3 uM) e fos\foramidon
(1 uWM) para evitar a a¢do das peptidases. A resposta contratil foi expressa em

gramas de tensdo.

3.4.6 - Ileo de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabeca e
deslocamento cervical. As tiras do ileo de 10 a 20 mm de comprimento foram
obtidas da por¢do situada 10 a 30 cm proximo a jungdo ileocecal. Com auxilio de

uma pipeta de 10 ml, lavou-se a luz do segmento com 10 a 20 ml de solugdo
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fisiolégica de Krebs-Henseileit aquecida, e retirou-se os excessos de tecido
adiposo e mesentérico. O segmento de ileo foi entdo dividido em fragmentos de
aproximadamente 2 cm de comprimento. As preparagdes foram montadas em
cubas dé vidro contendo 5 ml de solugdo nutritiva de Krebs-Henseileit com a
seguinte composi¢cdo (mM): NaCl 118,0; KCI 4,4; CaCl, 2,5; MgSO4 1,1;
NaHCO; 25,0; KH; PO4 0,9; e glicose 11,0; com pH de 7,2 - 7,4 ¢ mantidas a
37°C, através de banho circulante (Calixto et al., 1984). As contragdes isotdnicas
foram registradas em quimografo sob carga basal de 1,0 g. As preparagaes
permaneceram em equilibrio por pelo menos 60 min antes da adigdo de drogas, e

a solu¢do nutritiva foi renovada a cada 15 min.

3.4.7 - Procedimento experimental

Decorrido o periodo de equilibrio, foram construidas curvas concentragdo-
resposta cumulativas a acetilcolina (0,1 nM - 1 mM), bradicinina (0,1 nM - 1
uM), e histamina (I nM - 10 uM), na auséncia ou na presenga do extrato
hidroalcodlico ¢ dos compostos isolados das cascas da Drymis winteri, pré-
incubados 20 min antes da curva concentragéo-respbsta. Somente um agonista e
de uma a trés diferentes concentra¢des do extrato hidroalcoolico ou dos
compostos isolados foram testados em cada tecido. As respostas a bradicinina
no ileo de cobaia foram obtidas na presen¢a de captopril (1 M) e atropina (0,1

uM) adicionada diretamente a solugdo fisiologica. Os resultados foram expressos
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como porcentagem da resposta maxima de cada agonista tomando-se como 100%

a curva concentragdo-resposta controle (somente na presenga do veiculo).

3.4.8 - Utero de rata

A musculatura uterina foi obtida de ratas tratadas 24 h antes dos
experimentos com benzoato de estradiol (0,5 mg/Kg s.c). Os animais foram
sacrificados com pancada na cabega seguido de deslocamento cervical, e as tiras
da musculatura uterina (15 mm de comprimento) livre dos tecidos aderentes
foram montados em cubas de vidro contendo 5 ml de solugdo de De Jalon com a
seguinte composi¢do em (mM): NaCl 154,0; KCl 5,6; CaCl, 0,3; MgCIz 1.4;
NaHCO; 1,7; e glicose 5,5; mantidas a 30°C através de banho circulante. As
contragdes isotonicas foram registradas em quimdgrafo sob tensdo basal de 1,0 g

e amplificagdo de 6 vezes.

3.4.9. Procedimento experimental
Ap6s o periodo de equilibrio de 30 - 40 min, foram construidas curvas

concentrag¢do-resposta cumulativas (Van Rossum, 1963) a acetilcolina (100 nM -
1 mM), bradicinina (0,1 nM - 10 M), endotelina -1 (0,1 - 100 nM), ocitocina
(0,4 - 400 nM) e ao CaCl, (10 uM - 10 mM) e curvas concentragdo-resposta
simples a prostaglandina F,, (1 nM - 10 uM) e angiotensina II (0,1 nM - 1 uM)‘.

As respostas foram obtidas na auséncia ou na presenga de diferentes
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concentragdes do extrato hidroalcoolico obtido das cascas da Drymis winteri (0,5
- 2 mg/ml) que foi pré-incubado por 20 min antes da adigdo dos agonistas. Os
resultados foram expressos como percentagem da resposta maxima obtida para

cada agonista na auséncia do extrato.

3.5 - Veia porta de rato

Ratos Wistar machos foram sacrificados com pancada na cabeca seguido
do deslocamento cervical. A veia porta foi isolada, fixada em suporte de ago e
montada em cuba de 5 ml contendo solug¢do de Krebs-Henseileit, com a seguinte
composi¢do (mM) 118,0; Kcl 4,4; MgSO4 1,1; CaCl, 2,5; NaHCO; 25,0;
KHzPO4 1,2; glicose 11,0, mantidas a 37 °C sob tensdo basal de 0,5 ge pH 7,2 -
7.4, aeradas com mistura carbogénica contendo 95% de O, e 5% de CO,. As
preparagles permaneceram em equilibrio durante 60 min antes da adi¢cdo das
drogas ao banho, sendo a solugdo nutritiva renovada a cada 15 min. As alteragdes
na tensdo basal forafn registradas por meio de transdutores de forga F- 60

acoplados a registrador Narco 40 (ambos da Narco Biosystems).

3.5.1 - Procedimento experimental

Apo6s o periodo de equilibrio, foram construidas curvas concentragéo-
resposta cumulativas a bradicinina (0,1 nM - 100 nM), U 46619 (10 oM - 1 puM),

endotelina - 1 (1 - 100 nM) e substancia P (1 nM - 1 uM), na auséncia ou na

presenga do composto poligodial isolado das cascas da Drymis winteri,
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adicionado ao banho 20 min antes das curvas concentragdo-resposta aos
agonistas testados. Além disso, foram analisadas as ag¢bes do extrato
hidroalcodlico e do composto poligodial isolado da Drymis winteri sobre a
resposta- contratil causada pelo agonista seletivo para o receptor NK; das
taquicininas, o senktide (0,1 - 100 nM). Geralmente 1 a 3 curvas concentragdo-
resposta foram obtidas para cada agonista por preparagdo, com intervalo de
repouso de 60 min entre cada curva. As respostas contrateis induzidas pelo
senktide e a substincia P foram obtidas na presenga de captopril (3 uM) e

fosforamidon (1 M), para evitar a a¢do das peptidases. A resposta contratil foi

expressa em gramas de tensdo.

3.6 - Drogas e reagentes

As drogas utilizada foram: i1odeto de acetilcolina, hidrocloreto de
histamina, captopril, bradicinina, fosforamidon, cloridrato de czirbacol, substancia
P, substancia P metil-éster, prostaglandina E, , U46619 (9,11 - didedxi - 9a, 11a
- metanoepoxi prostaglandina Fa, ), composto 48/80, albumina bovina (grau V),
estradiol benzoato, senktide, angiotensina II e ocitoéina (todas obtidas da Sigma
Chemical CO., St Louis, MO, USA). Prostaglandina F,, (Enzaport F-Chinoin-
Hungria), endotelina - 1 (Peptide Institute, Inc., Osaka, Japdo), [B-ala® ]
neurocinina - A (4 -10) (Peninsula Laboratories, Belmont, California, USA),

capsaicina (Calbiochem, San Diego, California, U.S.A), EGTA (etilenoglcol -
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bis(B-amino-etil éter) N,N - tetra-acido-acético), PBS (solu¢do tampao-fosfato,
concentra¢do NaCl 137 mmol, KCl 2,7 mmol e tampédo fosfato 10 mmol).. Os
compostos da Drymis winteri foram obtidos no laboratério de Produtos Naturais
do Depénamento de Quimica da UFSC. Todos os produtos utilizados
apresentaram alto grau de pureza ( > 95 %). Os demais reagentes e sais utilizados
foram de alto grau de pureza analitica ¢ de procedéncia Merck. As solugdes
estoques das drogas (1 - 100 mM) foram preparadas em agua ou em solugdo de
PBS, exceto a capsaicina que foi disolvida em etanol absoluto e foi mantida sob
refrigeragdo 4 - 20 °C. A concentragio final do etanol no banho ndo excedeu

0,03% e ndo afetava o ténus da preparagdo ou a contragdo induzida pelos

agonistas.

3.7. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média,
exceto as CEsp (concentragdo do agonista que produz 50% do efeito maximo em
experimentos individuais) e as Clsp (concentragdo do extrato hidroalcodlico
fragdes ou dos compostos que produziram 50% de inibigdo em relacdo aos
grupos controle), que foram apresentadas como médias geométricas
acompanhadas de seus respectivos intervalos de confianga a 95% (Fleming et al.,
1972).

A analise estatistica dos resultados foi realizada através do teste “t” de

Student para amostras relacionadas ou ndo, ou através da analise de varidncia
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seguido pelo teste de Dunnett, quando apropriado. P<0,05 ou menos foi
considerado como indicativo de significincia.

Quando apropriado os valores de pA; foram calculados como o logaritmo
negativo (-Log g/ml) da concentragdo do extrato hidroalcoodlico e fragdes e para
os compostos puros (-Log M) que causaram deslocamento de 2 vezes a direita da
curva concentragio-resposta aos agonistas, ao nivel da CEsy (Arunlakshana e

Schild, 1950, Kenakin, 1993).



4. RESULTADOS

4.1 - Efeito do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri sobre as

contracdes induzidas por diferentes agonistas no ileo isolado de cobaia.

Os resultados da figura 3 (A, B, e C), demonstram que a pré-incubagéo do
extrato hidroalcoodlico das cascas da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) por 20 min,
causou antagonismo do tipo ndo-competitivo caracferizado por reducdo
progressiva da resposta maxima associado com deslocamento a direita das
curvas concentracdo-respostas induzidas pela acetilcolina (0,1 nM - 100 uM),
histamina (1 nM - 1 uM) e bradicinina (0,1 nM - 1 uM). As Cl;, médias
calculadas para o extratq hidroalcodlico (com limite de confianca 'de. 95%)
foram de: 1,27 (0,96 - 1,60), 1,35 (1,03 - 1,67) e 1,46 (1,09 - 1,84) mg/ml,
respectivamente. As agbes do extrato hidroalcodlico das cascas da Drymis
winteri, foram totalmente revertidas apos varias lavagens das preparagdes com

liquido nutriente (resultados ndo apresentados)
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Figura 3: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A),
histamina (B) e bradicinina (C) no ileo isolado de cobaia, na auséncia ou
na presenca do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada ponto
representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam

os erros padrao das médias.



4.2 - Efeito do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri sobre as contragdes

induzidas por diferentes agonistas no tero isolado de rata.

A pré-incubagio do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml)
por 20 min, também antagonizou de maneira ndo competitiva mas de forma
concentragéo-dependénte as respostas contrateis induzidas pela acetilcolina (100 nM -
100 uM), bradicinina (0,1 nM - 10 uM) e prostaglandina F,, (1 nM - 10 uM) no ttero
isolado de rata, (figura 4 A, B, ¢ C). As Cls; médias calculadas para o extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri foram: 1,98 (1,70 - 2,20), 1,30 (1,10 - 1,50) e 1,24
(1,01 - 1,47) mg/ml, em relagdo as contracdes induzidas pela acetilcolina, bradicinina e
prostaglandina F,, , respectivamente. Além disso, o extrato hidroalcodlico da Drymis
winteri antagonizou de forma nfo competitiva e de maneira concentragdo-dependente
as respostas contrateis induzidas pela endotelina - 1 (0,1 - 100 nM), angiotensina II
(0,1 nM - 1 uM) e ocitocina (0,4 - 4000 nM). Os valores das Cls, médias para o
extrato hidroalcodlico foram de 0,70 (0,50 - 0,85), 1,01 (0,80 - 1,20) e 1,27 (1,04 -
1,35) mg/ml, respectivamente (figura S A, B, e C). Por outro lado, o extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) também causou deslocamento a
direita da resposta contratil ao CaCl, (10 uM - 10 mM) acompanhado de pequena
reducdo das respostas maximas, (figura 5 D). Todas as agdes do extrato hidroalcodlico
das cascas da Drymis winteri, foram revertidas apds varias lavagens das preparagdes

com liquido nutriente (resultados ndo apresentados).
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Figura 4: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A),
bradicinina (B) e prostaglandina F,, (C) no Utero isolado de rata, na
auséncia ou na presenga do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais

indicam os erros padrao das médias.
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Figura 5: Curvas concentragéo-respostas obtidas para a endotelina - 1
(A), angiotensina 1l (B), ocitocina (C) e ao cloreto de calcio (D) no utero
isolado de rata, na auséncia ou na presenc¢a do extrato hidroalcodlico
da Drymis winterii Cada ponto representa a média de 4 a 6
experimentos e as barras verticais indicam os erros padrdo das

médias.



4.3 - Efeito do extrato hidroalcoolico da Drymis winteri sobre as contragdes
induzidas por diferentes agonistas na;bexiga isolada de cobaia.

A incubagdo das preparagGes com o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (1
- 2 mg/ml) por 20 min, ndo interferiu com a resposta contratil induzida pelo carbacol
(10 nM - 10 uM), (figura 6 A). Os valores das CEs, para o carbacol foram 0,17 (0,12 -
0,25), 0,35 (0,19 - 0,48) ¢ 0,50 (0,23 - 0,76) uM, respectivamente na auséncia € na
presenga de 1 € 2 mg/ml do extrato hidroalcodlico. Porém, o extrato.hidroalcoc')lico da
Drymis winteri (2 mg/ml) causou deslocamento parcial, porém signiﬁcati‘vo a direita
da curva concentragdo-resposta induzida pela histamina (100 nM - 100 uM) (figura 6
B). Os valores das CEs, calculados para a histamina foram: 15,20 (3,60 - 65,00) uM na
auséncia e 39,80 (18,00 - 52,00) uM na presenca do extrato hidroalcodlico das cascas
da Drymis winteri. Por outro lado, observa-se também na figura 6 (C) que o extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri (0,25 - 0,50 mg/ml) inibiu significativamente a
resposta contratil & bradicinina (0,1 nM - 1 uM), com Clsy < 0,50 mg/ml. Pode ser
observado ainda na figura 6 (D), que o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5 -
2 mg/ml) inibiu de forma significativa a curva concentragﬁo-resbosta induzida pela
substancia P, sendo que o valor calculado da Cls, média foi de 1,05 (0,34 - 1,87)
mg/ml e inibicdo médxima de 80 + 4 %. As acdes do egtrato hidroalcodlico das cascas
da Drymis winteri, foram revertidas apés varias lavagens das preparagdes com liquido

nutriente (resultados ndo apresentados).
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Figura 6: Curvas concentragdo-respostas obtidas para o carbacol (A),
histamina (B), bradicinina (C) e substancia P (D) na bexiga isolada de
cobaia, na auséncia ou na presenca do extrato hidroalcodlico da Drymis
winteri. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as
barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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4.4 - Efeito do. extrato hidroalcodlico da Drymis winteri sobre as
contracdes induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia e na

veia porta de rato.

A pré-incubagdo das preparacdes com o extrato hidroalcodlico da Drymis
winteri (0,125 - 0,5 mg/ml) inibiu de forma significativa mas independente da
concentra¢do usada, a resposta contrétil induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1
uM), (figura 7 A). A Cls, média foi de 0,33 (0,12 - 0,54) mg/ml com inibi¢do
maxima de 75 £ 3 %. Os resultados da figura 7 (B) e os dados da tabela 1
mostram que o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) causou
deslocamenfo a direita da curva concentracdo-resposta a prostaglandina E, (1 -
100 nM) associado com progressiva inibi¢do da resposta maxima. O valor
calculado da Cls, para o extrato foi de 1,63 (0,60 - 2,58) mg/ml e inibic8o
maéxima de 65 + 4%. Porém, os resultados da figura 7 ( C ) e os dados da tabela
1 demonstram que o extrato hidroalcodlico .da Drymis winteri (1 - 2 mg/ml)
produziu deslocamento 'é direita de maneira aparentemente competitiva em
relagdo a resposta contratil induzida pelo anédlogo estdvel do tromboxano A, o
U 46619 (0,1 nM - 1 uM), com valor estimado de pA, (-Log g/ml) de 3,21 %
0,03. Pode ser ainda observado na figura 7 (D) e na tabela 1, que o extrato

hidroalcodlico da Drymis winteri (0,25 - 0,5 mg/ml) causou deslocamento a



direita sem interferir com a resposta maxima da contra¢do induzida pelo
composto 48/80 (1 - 100 pg/ml).

Os resultados da figura 8 (A e B) e os dados da tabela 1 mostram que o
extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) causou deslocamento
concentracdo-dependente a direita da resposta contratil & pela substancia P (0,1
oM -1 uM) e a [B-ala8 ] neurocinina A (4 - 10) (1 nM - 1 uM), com
caracteristica de antagonismo competitivo. Os valores médios de pA, (-Log
g/ml) calculados foram: 3,84 + 0,06 e 3,05 % 0,13, respectivamente. No entanto,
o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri ( 2 mg/ml) ndo interferiu com a
contragdo induzida pelo agonista seletivo do receptor do tipo NK,, a substancia
P - metil éster (0,1 - 100 nM) (figura 8 C ). Os resultados da figura 8 (D) e os
dados da tabela 1 mostram que o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (0,5
- 2 mg/ml) causou inibig@o parcial, mas significativa (44 + 6%) da resposta
contratil a capsaicina (0,1 - 10 nM) na traquéia isolada de cobaia. Além disso, 0
extrato hidroalcodlico da Drymis winteri (2 mg/ml) causou deslocamento
parcial a direita, mas de. maneira significante da curva concentragdo-resposta a
histamina (1 oM - 1000 .uM), sem afetar contudo, a contrag:éo induzida pela
acetilcolina (1 nM - 1000 uM) (figura 9 A e B e tabela 1).

Por outro lado, o extrato hidroalcoélicé da Drymis winteri (0,5 - 2
mg/ml), inibiu de forma concentra¢do e tempo-dependentes a contracdo

induzida pela ovalbumina nas traquéias de cobaias obtidas de animais



ativamente sensibilizados a esse antigeno. O valor médio da Cl, para o extrato
em inibir a resposta a ovalbumina foi de 0,92 (0,35 - 1,24) mg/ml, (figura 10).
Quando testado na veia pérta isolada de rato, o extrato 'hidroalco()lico da
Drymis winteri (0,5 mg/ml), causou inibi¢do significativa da curva-
concentragdo resposta contratil induzida pelo agonista seletivo do receptor NK;
o senktide (1 - 100 nM); com percentual de inibi¢do de 64 = 3 %, (figura 11).
As agdes do extrato hidroalcodlico foram revertidas nestas preparagdes apos

vérias lavagens com liquido nutriente (resultados ndo apresentados).
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Figura 7: Curvas concentragéo-respostas obtidas para a bradicinina

(A)

, prostaglandina E,

(B), U 46619 (C) e composto 48/80 (D) na

traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia ou na presenca do
extrato hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada ponto representa a média
de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das

médias.
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Figura 8: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a substancia P (A),
neurocinina A (B), substancia P - metil ester (C) e capsaicina (D) na traquéia
isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia ou na presenca do extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada ponto representa a média de 4 a 6
experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 9: Curvas concentracdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A) e
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Figura 10: Resposta contratil tempo-dependente induzida pela ovalbumina
na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais ativamente
sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na auséncia ou na presencga
do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada ponto representa a média
de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padréo das

médias.
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Figura 11: Curvas concentracdo-respostas obtidas para o
senktide (A) na veia porta isolada de rato, na auséncia ou na
presenca do extrato hidroalcodlico da Drymis winteri. Cada ponto
representa a media de 4 a 6 experimentos e as barras verticais
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4.5 - Efeito das fra¢des semipurificadas obtidas do extrato da Drymis

winteri sobre as contracdes induzidas por diferentes agonistas na traquéia

de cobaia.
4.5.1 - Fra¢ao aquosa

Como pode ser observado na figura 12 (A) a fragdo aquosa obtida das
cascas da Drymis winteri (20 - 80 pg/ml), causou inibig¢do parcial da resposta
contratil induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 uM). As CEs, médias obtidas
para a bradicinina foram de 2,50 (1,25 - 4,20), 5,00 (2,30>- 6,70), 49,00 (28,00 -
68,00) e 63,00 (53,50 - 74,00) nM, respectivamente, na auséncia € na presenga
20, 40 e 80 ug/ml da fragdo aquosa. Porém, a pré-incubag@o das preparagdes
com a fragdo aquosa (20 - 80 ug/ml) determinou deslocamento a direita da
cﬁrva concentragdo-resposta induzida pela substancia P (0,1 nM - 1 uM), sem
interferir contudo, com a respésta maxima, caracterizando um antagonismo do
tipb competitivo, com valor estimado de pPA, (- Log g/ml) 4,80 £ 0,04 (figura 12
B). As agbes da fragcdo aquosa obtida das cascas da Drymis winteri, foram
revertidas apoés varias lavagens das preparagdes com liquido nutriente
(resultados ndo apresentados).

Quando a fragdo aquosa da Drymis winteﬁ' (20 - 80 pg/ml) foi pré-
incubada por 20 min na traquéia cujos animais haviam sidob previamente
sensibilizados & ovalbumina, foi observado inibi¢do concentracdo e tempo-

dependente da resposta contrétil 4 ovalbumina, com Cls, média de 58,73 (39,40

- 61,10) ug/ml, (figura 13). -
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Figura 12: Curvas concentracdo-respostas obtidas para a bradicinina (A) e
substancia P (B) na traquéia isolado de cobaia sem epitélio, na auséncia
ou na presenca da fracdo aquosa da Drymis winteri. Cada ponto
representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os
erros padrao das médias.
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Figura 13: Resposta contratil tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de
animais sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na
auséncia ou na presenca da fracao aquosa da Drymis winteri.
Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as
barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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4.5.2 - Fracao acetato de etila

A frag;ﬁo acetato de etila obtida do extrato da Drymis winteri (20 - 80
ug/ml) causou deslocamento parcial a direita da curva concentragio-resposta
induzida pela histamina (1 nM - 100 uM), (figura 14 A). As CEs, médias para a
histamina foram de 2,70 (2,00 - 3,60), 4,10 (3,70 - 4,50), 4,80 (3,80 - 6,03) e
8,30 (7,10 - 9,70) uM, respectivamente na auséncia e na presenca de 20, 40 e 80
ug/ml da fragfio acetato de etila. A figura 14 (B) mostra que a fragdo acetato de
etila, também causou pequeno deslocamento & direita cia contragdo a
acetilcolina (10 nM - 1 mM). As CE5, médias calculadas para a acetilcolina
foram da ordem de: 3,30 (1,50 - 5,30), 16,00 (6,8 - 23,40) e 31,60 (17,00 -
51,00), respectivamente na auséncia e na presenga de 20, 40 e 80 ug/ml da
fracdo acetato de etila. Por outro lado, a figura 14 (C) mostra que esta fragdo
inibiu de maneira concentracdo-dependente a contracdo induzida pela
bradicinina (0,1 nM - 1 uM). O valor da CIj, foii de: 68,30 (58,30 - 77,80)
ug/ml e o percentual de inibicdo foi de 57 + 3 %. Esses efeitos foram revertidos
ap6s varias lavagens das preparagdes com liquido nutriente (resultados néo
apresentados)

Os resultados da figura 15 mostram que a fragdo acetato de etila (80
ug/ml), ndo foi capaz de inibir de forma significativa com a resposta contratil
induzida pela ovalbumina na traquéia de cobaia de animais sensibilizados ao

antigeno.
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Figura 14: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a histamina (A),
acetilcolina (B) e bradicinina (C) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio,
na auséncia ou na presenca da fragdo acetato de etila obtida da Drymis
winteri. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras
verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 15: Resposta contratil tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na
auséncia ou na presenca da fracdo acetato de etila da Drymis
winteri. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e
as barras verticais indicam os erros padrao das medias.
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4.5.3 - Fracio cloroféormica

A pré-incubacdo das preparagdes de traquéia de cobaia por 20 min com a
fracdo cloroformica (80 pg/ml), ndo interferiu de forma significativa com a curva
concentragdo-resposta a histamina (100 nM - 1 mM). As CEs, médias foram de 1,06
(0,53 - 1,84) na auséncia e 2,80 (1,98 - 3,97) quna presenca da frag@o cloroférmica
obtida da Drymis winteri, (figura 16 A). Por outro vlado, a fragdo cloroférmica (20 - 80
pg/ml) inibiu de maneira significativa a resposta maxima da_ curva concentragdo-
resposta induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 uM), com ClIs, de 28,60 (25,00 - 32,00)
ug/ml e inibicdo méaxima de 65 + 5%, (figura 16 B). Porém, observa-se na figura 16 (
C ) que a fragdo cloroférmica (40 e 80 ug/ml) causou pequena inibigio da curva
concentra¢do-resposta induzida pela substdncia P (0,1 nM - 1 uM). As CE;, para a
substancia P foram de: 25,10 (17,20 - 85,00) (controle) e 32,30 (22,00 - 96,00) e
158,00 (80,00 - 230,00) nM, respectivamente pafa 40 e 80 pg/ml da fragdo
cloroférmica na traquéia de cobaia. Esses efeitos foram revertidos apds lavagem das
preparagdes (resultados ndo apresentados).

Quando a fra¢do cloroférmica (20 - 80 pg/ml) foi testada na traquéia de cobaia
obtida de animais que haviam sido ativamente sensibilizados a ovalbumina, foi
observado inibigdo significativa e concentragdo dependente da contragdo induzida pela

ovalbumina, com Cls, média de 55,72 (29,80 - 84,60) ng/ml, (figura 17).
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Figura 16: Curvas concentracdo-respostas obtidas para a histamina (A),
bradicinina ( B) e substancia P (C) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio,
na auséncia ou na presenca da fracdo cloroférmica da Drymis winteri. Cada
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam

os erros padrao das médias.
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Figura 17: Resposta contrati tempo-dependente induzida peia
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na auséncia
ou na presenga da fracdo cloroférmica da Drymis winteri. Cada ponto
representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam

os erros padrao das médias.
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4.6 - Efeito da astilbina isolada da Drymis winteri sobre as contrac¢oes

induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia.

Os resultados da figura 18 (A) mostram que a astilbina (178 - 222 uM)
pré-incubada com as preparagdes durante 20 min, ndo interferiu com a curva
concentragdo-resposta induzida pela acetilcolina (1 nM - 100 uM). As CEs,
médias para a acetilcblina foram:.1,08 (0,60 - 1,90), 1,99 (0,95 - 2,90) e 3,23
(1,71 - 4,74) uM, respectivamente na auséncia e na presenca de 178 e 222 uM
do composto. No entanto, a astilbina (222 uM) causou inibi¢do significativa da
resposta contratil induzidé pela bradicinina (0,1 nM - 1 uM), com inibi¢do
méaxima de 45 x 4 %; (figura 18 B). As a¢les da astilbina foram totalmente
revertidas apods vérias lavagens das preparagdes com liquido nutriente
(resultados ndo apresentados). Ao contrario do que foi observado para o extrato
hidroalcodlico e das fragdes obtidas das cascas da Drymis winteri, a astilbina
(222 uM) ndo causou inibiéﬁo significativa da contracdo induzida pela

ovalbumina na traquéia de cobaia sensibilizada a ovalbumina, (figura 19).
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Figura 18: Curvas concentragcdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A)
e a bradicinina (B) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia
ou na presenca da astilbina. Cada ponto representa a média de 4 a 6
experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das medias.
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Figura 19: Resposta contratil tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na
-auséncia ou na presenc¢a da astilbina. Cada ponto representa a
média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros

padrao das médias.
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4.7 - Efeito do taxifolin isolado da Drymis winteri sobre as contrag¢des

induzidas por diferentes agonistas no ileo e na traquéia de cobaia.

Os resultados da figura 20 (A) demonstram que o taxifolin (61 - 488
M), causou inibi¢do concentracfo-dependente sobre a contragdo induzida pela
acetilcolina (0,1 nM - 1 uM) no ileo isolado de cobaia. O valor calculado para a
Cls, foi de 416,00 (390,00 - 445,00) uM. Porém, o taxifolin (122 - 488 uM)
causou inibi¢do parcial da curva concentracdo-resposta induzida pela histamina
(0,1 nM - 1 uM) no ileo de cobaia (figura 20 B). As CEs, para a histamina
foram de 63,10 (41,40 - 85,00), 119,00 (63,40 - 174,00), 501,00 (399,00 -
597,00) e 794,00 (726,00 - 856,00) nM, respectivamente .na auséncia e na
presenca de 122, 244 e 488 uM do composto.

A figura 21 mostra que a pré-incubacdo das preparagdes com o taxifolin
(305 uM), ndo resultou em inibigdo significativa da resposta contratil a

ovalbumina na traquéia de cobaia de animais previamente sensibilizados ao

antigeno.
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Figura 20: Curvas concentracao-respostas obtidas para a acetilcolina (A) e
histamina (B) no ileo isolado de cobaia sem epitélio, na auséncia ou na
presenca do taxifolin. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos
e as barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 21: Resposta contrati tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na
auséncia ou na presencga do taxifolin. Cada ponto representa a média
de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao
das médias.
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4.8 - Efeito do composto 3 isolado da Drymis winteri sobre as

contracdes induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia.

A incubagdo das preparagdes com o composto 3 (sesquiterpeno ainda ndo
identificado) (40 - 80 ug/ml) isolado da Drymis winteri, causou inibig¢do de
maneira concentracdo-dependente da contrag@o induzida pela bradicinina (0,1
nM - 1 uM) com inibi¢do maxima de 65 £ 8 %, (figura 22 A). Ja em relacéo a
substdncia P (0,1 nM - 1 uM) o composto 3 (20 - 80 ug/ml) causou pequena
inibigdo da resposta contratil (figura 22 B). As CE5, médias calculadas para a
substincia P foram: controle 31,60 (29,20 - 37,30), e 158,00 (139,00 - 180,00),
267,00 (187,00 - 230,00) e 316,00 (255,00 - 370,00) nM, respectivamente na
presenca de 20, 40 e 80 pg/ml do composto 3. Esses efeitos foram revertidos
ap6és lavagem das preparagdes com liquido nutriente (resultados ndo
apresentados).

Por outro lado, o composto 3 também causou inibi¢do parcial, mas
significativa da contrag:ﬁo induzida pela ovalbumina na traquéia de cobaia

obtida de animais previamente sensibilizados ao antigeno, (figura 23).
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Figura 22: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a
bradicinina (A) e substéncia P (B) na traquéia isolada de cobaia
sem epitélio, na auséncia ou na presenca do composto 3. Cada
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras
verticais indicam os erros padréo das médias.
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Figura 23: Resposta contrati tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélioc de animais
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4.9 - Efeito do composto 5 isolado da Drymis winteri sobre as
contracdes induzidas por diferentes agonistas no ileo e na traquéia de
cobaia.

A figura 24 (A) demonstra que o composto 5 (sesquiterpeno ainda néo
identificado) isolado das cascas da Drymis winteri (2,5 - 10,0 ug/ml) causou
deslocamen';o a direita da curva concentragdo-resposta induzida pela
acetilcolina (0,1 nM - 10 uM), no ileo isolado de cobaia com caracteristica de
antagonismo ndo competitivo. A Clsomédia foi de 6,20 (2,90 - 9,40) ug/ml com
inibicdo maxima de 55 £ 8 %. Na figura 24 (B) pode ser observado que.o
composto 5 (2,5 - 10 pg/ml), causou inibicdo de forma concentragéo-
ciependente da contragdo induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 uM) no ileo
isolado de cobaia. A Cl5y média foi de 5,10 (1,70 - 8,90) ug/ml, com inibigdo
méaxima de 61 = 12 %. Ja a figura 25 (A) mostra que'd composto 5 (5 - 20
pg/ml) causou pequena, porem significativa inibicdo da contra¢do induzida pela
substancia P (10 pM - 1 puM) na traquéia de cobaia. As CEs, calculadas para a
substancia P foram : 7,94 (2,81 - 14,50), 39,80 (21,20 - 60,50) e 501,00 (484,00
- 512,00) nM, respectivamente na auséncia e na presen¢a de 5 e 10 ug/ml do
composto. Os efeitos ao combosto 5 foram totalmente revertidos apos vérias

lavagens das preparag¢des com liquido nutriente (resultados ndo apresentados).
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Figura 24: Curvas concentragéo-respostas obtidas para a acetilcolina (A)
e bradicinina (B) no ileo isolado de cobaia, na auséncia ou na presenca
do composto 5. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e
as barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 25: Curva concentragdo-resposta obtida para a substancia P
(B) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na auséncia ou na
presenca do composto 5. Cada ponto representa a média de 4 a 6
experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das
médias.
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5.0 - Efeito do composto 9 isolado da Drymis winteri sobre as
contracdes induzidas por diferentes agonistas no ileo e na traquéia de

cobaia.

Os resultados da figura 26 (A e B) mostram que o composto 9
(sesquiterpeno ainda ndo identificado) isolado da Drymis winteri (5 - 20
ug/ml), causou deslocamento a direita associado com inibicdo da resposta
contratil & acetilcolina (0,1 nM - 10 uM) e a bradicinina (0,1 nM - 1 uM) no
ileo isolado de cobaia. Os valores das Cls, médias foram de: 11,20 (8,15 -
14,30) e 12,20 (9,90 - 14,40) ug/ml, respectivamente.

Por outro lado, pode ser observado na figura 27 (A) que o composto 9 (5
- 20 pg/ml), causou inibicdo de forma significativa das respostas contrateis a
bradicinina (10 pM - 1 uM) na traquéia isolada de cobaia, com Cls, média de
14,74 (11,61 - 17,87) ug/ml. No entanto, na figura 27 (B), observa-se que o
composto 9 (10 - 40 pg/ml), causou péquena inibigdo sobre a resposta contratil
induzida pela substénéia P (10 pm - 1 uM). As CE;, foram de: 7,41 (4,60 -
12,00), 7,40 (4,20 - 13,20), 79,4 (37,70 - 117,90) e 251,20 (120,00 - 366,60)
nM, respectivamente na auséncia e na presenca de 10, 20 e 40 ug/ml do

composto. .
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Figura 26: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A)
e bradicinina (B) no ileo isolado de cobaia, na auséncia ou na presencga
do composto 9. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e
as barras verticais indiam os erros padrao das médias.
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Figura 27: Curvas concentracao-respostas obtidas para a bradicinina (A)
e substancia P (B) na traquéia isolado de cobaia sem epitélio, na
auséncia ou na presen¢ca do composto 9. Cada ponto representa a
média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros

padrao das médias.
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5.1 - Efeito do composto l-B-[P-metoxi¥coumaroiloxi] poligodial

isolado da Drymis winteri sobre as contra¢des induzidas por diferentes

agonistas na traquéia de cobaia.

A figura 28 (A) mostra que o composto caracterizado como sendo o 1-f3-
[P-metoxi-coumaroiloxi] poligodial (20 80 ug/fnl) causou inibi¢do significativa
e de forma concentragdo-dependente da resposta contratil & bradicinina (0,1 nM
- 1 uM) na traquéia de cobaia. A Cl5y, média calculada para esse composto foi
de 30,30 (23,30 - 37,20) uM. Porém, o composto 1-3-[P-metoxi-coumaroiloxi]
poligodial, nfo interferiu com a resposta contratil induzida pela substancia P
(0,1 nM - 1 uM) nesta preparagdo. As CEsy médias para a substancia P foram:
controle 29,06 (12,20 - 49,70) e 66,27 (33,30 - 102,00) nM, na presenca de 80
ug/ml do composto, (ﬁgura 28 B).

Ja na preparagdo obtida de animais previamente sensibilizados a
ovalbumina, o composto 1-f-[P-metoxi-coumaroiloxi] po'ligodial (40 - 80
ug/ml), causou inibigﬁorconcentrac;ﬁo e tempo-dependente dé resposta contratil

induzida pela ovalbumina, com inibi¢do maxima de 55 * 7% (figura 29).
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Figura 28: Curvas concentragéo-respostas obtidas para a bradicinina (A)
e substancia P (B) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na
auséncia ou na presengca do composto 1-B-[p-metoxi-coumaroiloxi]
poligodial. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as
barras verticais indicam os erros padréo das meédias.
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Figura 29: Resposta contrati tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na auséncia
ou na preseng¢a do composto 1--[p-metoxi-coumaroiloxi] poligodial. Cada
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais
indicam os erros padrdo das meédias.
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5.2 - Efeito do composto poligodial isolado da Drymis winteri sobre as

contracdes induzidas por agonistas em diversos musculos lisos “in vitro”.

5.2.1 - Tleo isolado de cobaia

Os resultados da figura 30 (A, B, e C) mostram que a incubagfio prévia das
preparag:ﬁes com o poligodial (5 - 128 uM) causou desiocamento a direita da curva
concentrac;ﬁé.-resposta a acetilcolina, histamina (1 nM - 10 uM) e para a bradicinina
(0,1 nM - 1 uM), associado com inibicdo da resposta maxima. As Cls, médias foram
de 87,00 (72,30 - 99,40), 41,63 (30,80 - 52,60) e 13,25 (4,50 - 22,00) uM,
- respectivamente. Esses efeitos foram revertidos apds varias lavagens das preparagdes

com liquido nutriente (resultados néo apresentados).

5.2.2 - Traquéia isolada de cobaia

A pré-incubagdo das preparagdes com o poligodial (171 - 342 pyM), causou
inibi¢do parcial, mas de forma significativa da curva concentragdo-resposta induzida
pela histamina (100 nM - 1 mM) (figura 31 A e tabela 2). Porém, os resultados da
figura 31 (B) e os dados da tabela 2, mostram que o poligodial (5 - 20 uM), inibiu a
curva concentragdo-resposta induzida pela bradicinina.(lo pM - 1 uM), embora essa
inibi¢cdo nio tenha sido de forma concentra¢io-dependente. J4 na figura 31 (C e D),
pode ser observado que o composto poligodial (10 - 342 uM) causou inibigdo de
forma significativa e concentragdo-dependente da curva concentragdo-resposta

induzida pelo  composto 48/80 (1 - 1000 ug/ml) e pelo andlogo estdvel do
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trombaxano A,, U 46619 (O,i nM - 1 puM). O valor médio das Cls, foram:
318,00 (285,00 - 323,00) e 30,00 (17,00 - 39,00) uM, respectivamente.
Podemos também observar que o composto poligodial (20 - 80 uM), causou
deslocamento a direita da curva concentragdo-resposta induzida pela substancia
P (10 pM - 1 uM), sem interferir com a sua resposta maxima, com caracferistica
de antagonismo do tipo competitivo. O valor médio de pA, (-Log M) foi de 4,41
+ 0,03 (figura 32 A e tabela 2). Porém, o poligodial (342 uM) néo interferiu de
modo significativo com a contrag@o induzida pela substéncia P - metil ester (0,1
nM - 1 uM); (figura 32 B e tabela 2). Por outro lado, a pré-incubagdo das
preparagdes vcom o poligodial (5 - 20 uM) causou inibicdo significativa e de
modo concentragdo-dependente da curva concentragdo-resposta induzida pelo
agonista seletivo do receptor NK, para as taquicininas, a [B-alag] neurocinina A
(4 -10) (0,1 nM - 1 uM) ( figura 32 C) e tabela 2. Como ja descrito, as agdes do
poligodial das cascas da Drymis winteri, foram totalmente revertidas apds
varias lavagens das preparagdes com liquido nutriente (resultados ndo

apresentados).

Ja na traquéia de cobaia obtida de animais ativamente sensibilizados &
ovalbumina, o poligodial (30 - 40 uM), causou inibi¢do significativa da
resposta contratil induzida pela ovalbumina na traquéia de animais

sensibilizados ao antigeno, com inibi¢cdo maxima de 96 + 7% (figura 33).
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Figura 30: Curvas concentracdo-respostas obtidas para a acetilcolina (A),
histamina (B) e bradicinina (C) no ileo isolado de cobaia, na auséncia ou na
presenca do composto poligodial. Cada ponto representa a média de 4 a 6
experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 31: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a histamina (A),
bradicinina (B) composto 48/80 (C) e U 46619 (D) na traquéia isolada de
cobaia sem epitélio, na auséncia ou na presenga do composto poligodial.
Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras
verticais indicam os erros padrao das medias.
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Figura 32: Curvas concentragao-respostas obtidas para a substancia P
(A), substancia P - metil ester (B) e neurocinina A (C) na traguéia isolada
de cobaia sem epitélio, na auséncia ou na presenga do composto
poligodial. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as
barras verticais indicam os erros padrao das médias.
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Figura 33: Resposta contrati tempo-dependente induzida pela
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na auséncia
ou na presenga do composto poligodial. Cada ponto representa a média
de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padrao das
meédias.



77

(S0°0 >d ) SO[O1UO0D SIIO[BA SOP UAUAULIYIUFIS 919J1(] “souawiLIadxa 9 ©  ap eipau € vjuasardar odrug epe)) o, cg op edueyjuod op gy ,

(0°60¢-0°c6t)  (0°L0S-0°c6t)  (€f011-0°16) (S0P -0°€D) (Ww (01-#)

- - - - +€°70¢ +2°00¢ % 00°001 9°1¢ VIN [ ere-¢]

(LLL-T'LS) (819-20%) (INu) 19159 130w

L°99 - - - - - - 6t d erougisqng

(0‘0st-9681)  (bz6-0°91)  (1°'8L-¢°LD) (€°ec - v91) ()

- - £0°€TE £0°V¢S ¥9°LY - - 0°9¢ d erougisqng

(0°c6z-0°701)  (0'0c1-0'cs)  (1°¢6 -6°1€) (8°0-1°0) (W)

- - - - x0°661 x0°001 *0°€9 0 euudIperg

(0°65-0°1¥) (0°8Z-0°v1) AL€T-€9) (A eurersiy

x1°0¢ £0°TT - - - - - 091
e 1L1 08 o 07 01 ¢ ajo1uo)) sejstuody
(JNM) oedenuasuo))
‘Terpogijod

o1s0dwod op euasaid vu no BIDUISNE BU BI1EGOD 9p BpE|os! e1nbel) vu seisiuoFe souea vied 07 Sep SOIPIW SAIORA 7 VIAGVL



78

5.2.3 - Veia porfa isolada de rato

Na Veia porta isolada de rato a pré-incubagdo do composto poligodial (21
- 84 uM), inibiu signiﬁcati\}amente e de maneira nfo competitiva a curva
concentragdo-resposta a bradicinina (0,1 - 100 nM) com Clsyde 58 (46 - 72) uM
e inibicdo maxima de 86 * 4%; (figura 34 A). Podemos observar na figura 34
(B) que o composto poligodial (21 - 84 puM) causou inibigdo de modo
concentracdo-dependente da resposta contratil causada pelo U 46619 (10 nM - 1
uM), com Clsq de 73,00 (62,00 - 81,00) uM. Além disso, o poligodial (85-342
uM) inibiu significativamente a resposta contratil causada pela endotelina -1 (1
nM - 100 nM) com Cls, de 303 (288 - 320) uM e inibi¢do maxima de 92 + 3%;
(figura 32 C). Os resultados da ﬁgura 34 (D) mostram que o poligodial (4 - 17
uM) deslocou a direita a curva concentragdo-resposta induzida pela substancia
P, associada com a inibi¢do da resposta maxima, com Cl;, meédia de 9,00 (4,90
- 14,30) uM e inibi¢do maxima de 86 + 2%. Por outro lado, o poligodial (0,4
uM) causou inibi¢do significativa da curva concentragdo-resposta induzida pelo
senktide (1 - 100 nM), com percentual de inibigdo de 56 + 3%; (figura 34 E). As
acOes inibitorias do poligodial foram revertidas apds lavagens das preparagdes

com liquido nutriente (resultados ndo apresentados).
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Figura 34: Curvas concentragdo-respostas obtidas para a bradicinina
(A), U 46619 (B), endotelina - 1 (C), substancia P (D) e senktide (E) na
veia porta isolada de rato, na auséncia ou na presenga do composto
poligodial. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as
barras verticais indicam os erros padrdo das medias.



5-DISCUSSAO

Extrato Hidroalcoodlico

A infusdo obtida das cascas da Drymis winteri (Winteraceae), planta
nativa da regido Sul do Brasil e de alguns paises sula-mericanos, € utilizada no
Sul do Brasil para o tratamento de varias patologias, incluindo entre elas a asma
brénquica, doengas alérgicas e também como anﬁespasm()dica, antidiarréica entre
outras (Morton, 1981; Sirﬁées et al., 1986).

Em trabalhos anteriores desenvolvidos em ' nosso laboratério, foi
demonstrado que o extrato hidroalcodlico obtidos de suas cascas apresentou
duradoura a¢do antiedematogénica tanto quando administrado por wvia
intraperitoneal como por via oral, em relagﬁo aos edemas induzidos por varios
mediadores quimicos que reconhecidamente participam “dos processos
inflamatorios, bem como da alergia. e da asma, além de irritantes como a
carragenina € a dextranav (Tratsk et al., 1995). Assim, foi verificado que o pré-
tratamento dos animais com o extrato hidroalcoolico da Drymis winteri inibiu de
maneira dose e tempo dependentes os edemas causados pela bradicinina,
substincia P, PAF acéter, carragenina, dextrana, mas foi menos ativo em inibir o
edema causado pela- prostaglandina E, e }inativo em relacdo ao edema induzido
pela histamina. Além disso, nas mesmas doses o extrato hidroalcodlico das

cascas da Drymis winteri, como a dexametasona, foi capaz de prevenir de
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maneira dose e tempo dependentes o edema alérgico, bem como a morte causada
pela injecdo de ovalbumina nos animais que haviam sido ativamente
sensibilizédos com esse antigeno (Tratsk et al., 1995).

Em outro estudo, demonstramos também que o extrato hidroalcodlico da
Drymis winteri apresentou agdo antinociceptiva duradoura em camundongos,
tanto quando foi administrado por via intraperitoneal como por via oral em
diferentes modelos de nocicepg¢do, incluindo-a dor neurogénica causada pela
formalina e a capsaicina (Matta et al., 1994). Como observado no edema de pata,
as acoes éntinociceptivas do extrato desta planta foram de longa duragdo (até 8 h)
apés sua administragdo. Mais recentemente (resultados ndo pubhcados),
demonstramos que o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri, administrado por
via oral, foi capaz de reverter de maneira dose-dependente a hiperalgesia causada
pela injecdo subplahtar de bradiciniﬁa e substincia P em ratos. Analisados em
conjunto, esses resultados parecem confirmar pelo menos em parte, 0 uso
medicinal dessa planta mencionado na medicina popular e mostram também a
existéncia de principio(s) ativo(s) com interessante potencial medicinal para o
desenvolvimento de novos drogas e/ou fitoterapicos de interesse para o
tratamento da dor, inflamag¢des e de doengas alérgicas e na asma.

No presente estudo procurou-se, numa primeira etapa, analisar as agdes do
extrato hidroalcodlico da Drymis winteri sobre as respostas contrateis para
alguns mediadores quimicos que reconhecidamente participam dos processos

inflamatorios, na dor, na asma e na alergia, em varios musculos hsos “in vitro”.
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Os resultados obtidos no presente estudo confirmam e ampliam aqueles obtidos
anteriormente nos modelos de dor, alergia e inflamagdo. Por exemplo, quaﬁdo 0
extrato hidroalcoodlico da Drymis winteri foi testado no ileo isolado de cobaia foi
observado antagonismo do tipo nio competitivo e proporcional a concentrago
empregada em relagdo ds respostas contrateis causadas pela acetilcolina,
histamina e bradicinina. Contudo, as Clsy calculadas para o extrato no diferiram
estatisticamente em fung¢do do neurotransmissor usado. Além disso,. 0 extrato
- hidroalcodlico da Drymis winteri causou deslocamento importante a direita das
respostas contrateis para esses mediadores, sugerindo talvez alguma interagdo de
seus principio(s) ativo(s) com os receptores para essas substincias. Resultados
éemelhantes foram observados para o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri
no tutero isolado de rato. Nessa preparagdo as respostas contrateis causadas pela
acetilcolina, brédicim'na, prostaglandina F,,, endodelina-1, angibtensina I e
ocitocina foram também antagonizadas aparentemente através de antagonismo
ndo competitivo, associado em alguns casos com marcado deslocamento a direita
das curvas concentragio respostas aos agonistas.

Com o objetivo de estender esses achados, foram realizados experimentos
semelhantes para o extrato na bexiga isolada de cobaia estimulada por diversos
mediadores quimicos envolvidos nos processos alérgicos, asma, inflamagio e
nocicepcdo. Uma caracteristica interessante para a escolha desta preparagdo de
musculo liso em relagdo ao tutero de rata e ao ileo de cobaia é sua maior

dependéncia da mobilizacdo de calcio intracelular para a contracdo dos
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neurotransmissores estudados (Bhat et al., 1989; Yoshida et al., 1992; Maggi et
al, 1989; Lowe e Noronha-Blob, 1991; Elliot et al., 1992; Perls, 1976; Forster e
Ramage, 1981). Dessa forma, o uso dessa preparagdo poderia evidenciar uma
possivel acdo seletiva dos principios ativos presentes nas cascas da Drymis
winteri sobre as respostas aos agonistas estudados. De fato, os resultados obtidos
neste modelo experimental indicam uma agdo bastante seletiva do extrato em
inibir as respostas contrateis a substincia P e a bradicinina, quando comparado
com as respostas a histamina e ao carbacol. Por outro lado, os efeitos da
bradicinina, taquicininas nos processos inflamatérios como na cistite (Marceau et
al., 1980; Torrens et al., 1995; Conte et al., 1996) provavelmente possam estar
relacionados aos efeitos reﬂexos. regulados pela motilidade da bexiga e
estimulagdo dos nervos sensivéis a capsaicina, 0s quais regulam» as ramificagdes
aferentes dos reflexos da mic¢do na bexiga urinéria de cobaia. Isto pode ocorrer
pela estimulagdo direta dos nervos sensoriais ou pela via de produgdo de
prostandides (Maggi et al., 1987b, 1991ab). Dados descritos na literatura
também indicam a existéncia de receptores especificos do tipo B, para a
bradiciniha (Maggi et al., 1987b; Calixto, 1995'; Dray e Perkins, 1993; Hall,
1992; Farmer e¢ Burch, 1992) e dos subtipos NK,; e NK, (Maggi et al., 1986,
1987a, 1991b; Dias et al., 1995) para a substancia P nessa preparagdo. As
taquicininas liberadas localmente aumentam a contragéo da bexiga pela agdo
direta nas células musculares envolvendo a liberagdo de acetilcolina pelos

neurdnios parassimpaticos (Shirakawa et al., 1989), e também facilitam os
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reflexos da micgdo. Além disso, l_océlmente a liberagdo das taquicininas pode
causar resposta inflamatéria (Lundberg et al., 19845; Maggi et al., 1987a; Abelli
et al, 1989)  Considerando que ambos  0s peptideos estio intimamente
relacionados com a mediagdo dos processos inflamatérios, alérgicos € na
‘nocicepgﬁo, esses resultados confirmam e também estendem as observagdes
descritas em nosso laborét()rio para o extrato da Drymis winteri.

A partir desses resultados iniciais e também baseados nos estudos
realizados “in vivo” com o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri, optou-se
também por melhor caracterizar as agdes do extrato hidroalcodlico, e
posteriormente das fra¢des semipurificadas e de alguns compostos isolados desta
planta na traquéia de cobaia “in vitro”. A escolha dessa preparagdo foi baseada
na existéncia de uma vasta bibhografia sobre as agbes dos varios mediadores
quimicos que participam da asma, alergia, inflamagdo, nocicep¢do nesse tecido,
especialmente dos neuropeptideos envolvidos na dor e na inflamagdo
neurogénica, como a bradicinina e a substancia P (Bames, 1992a; Regoli et al,,
1994; Bertrand e Gepﬁetti, 1996). Além disso, a traquéia recebe inervagdo do
sistema simpatico, parassimpatico, e sensorial (Richardson, 1979), e € ricamente
inervada por fibras contendo varios peptideos, como neuropeptidio Y, peptideo
vasoativo, peptideos histidina-isoleucinamida, substéncia P, neurocinina A,
peptidio relacic;nado ao gene da calcitonina (CGRP), galanina além de inervagdo
colinérgica (Uddmann e Sundler, 1987, Frossard e Advenier, 1991). Estudos

imuno-histoquimicos e farmacoldgicos revelaram a presenga de Oxido nitrico ou
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substéncia relacionada nas vias aéreas de varias espécies incluindo a cobaia (Li e
Rand, 1991; Tucker et al., 1990; Belvisi et al., 1991; Schlempver e Calixto, 1994).
E conhecido que os prostandides, também desempenham papel fundamental na
contratilidade e no controle da responsividade das wvias aéreas, seja na
manuteng¢do do tdnus intrinseco da traquéia de cobaia (Ito e Tajima, 1981;
Aikawa et al., 1990; Raeburmn e Webber, 1994; Charette et al, 1995), ou por
modular a liberagdo de peptidios dos neurdnios sensoriais (Mapp et al., 1991).

A andlise dos resultados obtidos para o extrato hidroalcodlico da Drymis
winteri na traquéia de cobaia mostra uma agdo aparentemente seletiva e relevante
do(s) principio(s) desta planta contra as respostas contrateis para os mediadores
quimicos envolvidos na etiologia da asma, alergia, inflamagdo e na nocicepgdo
(Schlosber, et al., 1993; Thien e Walters, 1995). Novamente, observa-se uma
a¢do bastante seletiva do extrato hidroalcoélico em relagdo as respostas para os
neuropeptideos em especial para a substancia P e bradicinina. E interessante
notar que nesses experimentos o perfil de ag¢do do extrato assemelha-se mais a
um antagonismo dQ tipd competitivo, prodﬁzindo marcado deslocamento a direita
da curva concentragdo-resposta aos agonistas. Contudo, a limitagdo de
concentragdes maiores dos agonistas usados impediu uma melhor caracterizagdo
farmacolodgica desses efeitos.

Diversas evidéncias sugerem que neuropeptideos como a substincia P e a
neurocinina A localizados nos nervos sensoriais mielinizados do pulmio de

mamiferos, podem regular o tonus wvascular, brénquico, a permeabilidade
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vascular, a fun¢do epitélio celular (incluindo secre¢do de muco), a proliferagdo
celular e a resposta imunoespecifica (Helke et al., 1990; Bames et al., 1991;
Solway e Leff, 1991; Bertrand e Geppetti, 1996). Dessa forma, esses
neuropeptideos exercem um papel importante nas reagdes inﬂarﬁatérias nas vias
aéreas, especialmente em fumantes (Barnes et al., 1991, Mantyh, 1991, Solway e
Leff 1991). Além disso, os neuropeptideos pré-inflamatérios possuem
importantes efeitos destacando-se a estimulagdo da proliferacdo dos linfécitos T,
e estimula¢do de macrdfagos, mastécitos, eosinodfilos e neutrofilos (Payan, 1992;
Numao e Agrawal, 1992; Smitt et al., 1993). Em razdo dos intmeros efeitos
descritos para os neuropeptideos, eles estdo geralmente implicados em varias
patologias, incluindo as desordens das vias agreas, como a rinite ¢ a asma, entre
outros (Baranuik e kaliner, 1990; Solway e Leff, 1991; Joos et al., 1994), além de
estarem intimamente relacionados com os processos nociceptivos e inflamatérios
de origem neurogénica. Tem sido proposto que a substdncia P e outras
neurocininas atuam como neurotransmissores e/ou moduladores na transmissdo
da informag¢do nociceptiva principalmente a nivel da medula espinhal (Otsuka e
Yoshioka, 1993).

As neurocininas encontradas no sistema nervoso central de mamiferos sdo:
substdncia P, neurocinina A (substincia K, neuromedina ou neurocinina),
neurocinina B (neuromedina K) (Kanawaga et al., 1983; Kimura et al., 1983;
Maggio et al., 1983; Schimada et al., 1987), neurocinina K (neuropeptideo K) e a

neurocinina G (neuropeptideo G) (Tatemoto et al., 1985; Kage et al., 1988). As



87

neurocininas sdo armazenadas em grandes vesiculas sinapticas localizadas na
regifo terminal do axdnio (Maggi et al., 1993b). A liberagdo do conteido dessas
vesiculas para a fenda sinaptica ocorre por: 1) estimulos externos como pela
capsaicina, potassio ou outros agentes capazes de induzir despolarizagio
neuronal, ou 2) em condi¢des fisiopatologicas, podendo ocorrer durante o
peristaltismo intestinal, apds estimulos térmicos na pele, por aplicagdo de
estimulos dolorosos € ndo dolorosos na medula espinhal, ou ainda pbdem ser
liberados durante os processos inflamatorios. Atualmente, existem vdrias
evidéncias experimentais indicando que as neurocininas estdo amplamente
distribuidas tanto no sistema nervoso central quanto perifericamente (Helke et al.,
1990; Otsuka e Yoshioka, 1993). A nivel periférico, as neurocininas sio
encontradas numa variedade de tecidos, principalmente nos neur6nios aferentes
primarios da raiz do ginglio dorsal sensiveis a capsaicina, que na verdade
constitui a fonte neuronal mais comum de neurocininas. A substincia P
frequentemente  coexiste com outras neurocininas No mesmo neurdnio, mas
também comumente coéxiste ou interage com neurotransmissores cléssicos, tais
como dopamina, acetilcolina, opidceos, serotonina, GABA e aminoacidos
excitatorios (glutamato e aspartato), todos mediadores envolvidos na nocicepg¢éo
(Pemmow, 1986; Hokfelt et al., 1988; Chang, 1988; Battaglia ¢ Rustioni, 1988;
Debiasi ¢ Rukstioni, 1988).

O aumento da excitabilidade central pode ser responsavel por algumas

mudangas na sensa¢do da dor caracterizada por lesdo e/ou inflama¢do dos



88

tecidos periféricoé (Treede et al., 1992). Leah et al. (1985) demonsfrar_am que as
fibras aferentes do tipo C podem ser “receptores silenciosos” para as
neurocinihas, sendo esses sensibilizados pelo processo inflamatério do tecido
periférico (Habler et al., 1990). Essas observagdes foram confirmadas por Hope
et al. (1990), que demonstraram que a substancia P e a neurocinina A tém seus
niveis aumentados nos ganglios dorsais da medula de gato apds a aplica¢do de
estimulo mecanico (Schaible et al., 1990).

Outros estudos utilizando técnicas de imunohistoquimica,‘ demonstraram a
presenca de Substdncia P e neurocinina A nas vias acreas (Hua et al., 1985;
Lundberg et al., 1984b), sendo que os receptores das taquicininas do subtipo NK,
sdo identificados como sendo os responsaveis por induzir broncoconstrigio nas
vias aéreas, tanto de humanos como de cobaias (Naline et al, 1989; Dion et al.,
1990; Rhoden e Barnes, 1990; Emonds-Alt et al., 1992, Ellis e Undem, 1992,
Bertrand e Geppetti, 1996). Nos estudos “in vitro” tem sido demonstrado que a
neurocinina A ¢ menos potente do que substdncia P em contrair a musculatura
lisa brénquica humana, indicando que os receptores NK, provavelmente estio
envolvidos (Daniele et al., 1992; Solway e Leff, 1991). No entanto, na
estimulacdo da secre¢do mucosa das vias aéreas, a substincia P € menos potente
que a neurocinina A, indic.ando que os receptores NK, parecem estar também
envolvidos nesse efeito (Solway e Leff, 1991). Assim, procuramos analisar no
presente estudo se os pﬁncipio(s) ativo(s) presente(s) nas cascas da Drymis

winteri eram capazes de interferir seletivamente com os receptores NK,; e NK,
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péra as taquicininas nessa preparagio. Os resultados obtidos indicam com
bastante clareza que o extrato hidroalcodlico dessa planta foi capaz de deslocar a
direita a curva concentragdo-resposta ao agonista seletivo do receptor NK;, a [B-
ala®] neurocinina A (4-10) mas, no entanto, nas mesmas concentragdes, ele ndo
interferiu com a resposta contratil a0 agonista seletivo de receptor NK;, a
substancia P - metil éster. Em conjunto, esses resultados parecem indicar uma
seletividade de a¢do dos principios ativos dessa planta sobre as agdes das
taquicininas via ativagdo dos receptores NK,.

Outro dado interessante observado no presente estudo foi a inibigdo
observada para a resposta da capsaicina. Os dados descritos na literatura
indicam que as fibras sensoriais das vias aéreas sdo ativadas e dessensibilizadas
pela capsaicina, um principio pungente isolado da pimenta vermelha (Lundberg,
1993). A capsaicina se liga a receptores de membrana denqmin.ados de receptores
vaniléides (Szallasi e Blumberg, 1990; Szallasi, 1994), sendo seletivamente
ativado pela resineferatoxina e antagonizada competitivamente pela capsazepina
(Bevan et al., 1992; Siallasi et al., 1993; Ellis e Undem, 1994; Foulon et al.,
1993). Estes receptores estdo distribuidos em varios tecidos de mamiferos
mcluiﬁdo a medula espinhal (Szallasi e Blumberg, 1991), bexiga e vias aéreas
(Szallasi et al., 1993). A estrutura proposta para esse receptor indica que ele esta
associado a um canal i6nico permeavel a cations, especialmente ao célcio (Wood

et al., 1988, revisado por Szolcsanyi, 1990; Bevan e Szolcsanyi, 1990).



90

O receptor vanildide, que é seletivamente ativado pela capsaicina e pela
resineferatoxina (Szallasi ¢ Goso, 1994; Szallasi, 1994; Szallasi et al., 1993;
Charette et al., 1993), promove a excitagdo das terminagdes nervosas causando
liberagdo de taquicininas incluindo a substincia P, neurocinina A ¢ CGRP. A
resineferatoxina é um produto natural obtido da planta Euphorbia resinifera e
Euphorbia poisonii (Hergenhahn et al., 1974), a sua estrutura mostra alguma
similaridade com o forboi éster tanto quanto com a capsaicina.

Varios trabalhos tém proposto que o ligante enddgeno para o receptor
especifico da capsaicina e de seu andlogo natural, o diterpeno res4iniferatox1'na,
seja os protons H" . Esses protons seriam produzidos nas proximidades dos
neurdnios sensoriais por alteragdes fisiologicas ou patologicas, como por
exemplo, na inflamag¢do neurogénica. O estimulo acido pode funcionar como um
ativador enddgeno para a corrente ativada pela capsaicina, € que isso justificaria
aumento do pH do meio, como por exemplo onde ocorre redugdo brusca do pH
do meio, como por exemplo no caso das isquemias e nos processos inflamatérios
(Liu e Simon, 1994). Assim, a interagdo ainda que parcial do extrato da Drymis
winteri com as respostas da capsaicina poderia sef importante para exphicar suas
a¢Oes antiedematogénicas e antiinflamatdérias.

Outro resultado também interessante que poderia também contribuir para
explicar as possiveis a¢des antialérgicas e antiasmaticas descritas para o extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri foi o antagonismo concentragdo dependente e

aparentemente do tipo competitivo observado em relacdo a contracio causada
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pelo analogo estavel do tromboxano Aé, o U 46619. Além disso, o extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri produziu deslocamento importante e
concentragdo dependente a direita da resposta contratil & prostaglandina E; na
traquéia de cobaia. Existem varias evidéncias indicando a participagdo dos
metabolitos do acido araquidénico nos processos inflamatorios, alérgicos e na
asma (Hamberg ét al., 1975; Svensson et al., 1977; Bames, 1992b; Kawikova et
al., 1993; Saito et al., 1992). Nas vias aéreas, os produtos derivados da
ciclooxigenase estdo associados com significante aumento da reatividade
bronquica (Walters 1983; Fuller et al., 1986), causando broncoconstrigdo (Mathe
e Hedquvist, 1975, Hardy et al., 1984). Também na dor de origem neurogénica e
inflamatéria, os derivados do metabolismo do acido araquiddnico, entre eles as
prostaglandinas, leucotrienos e acidos hidroxil, sdo sintetizados pela atividade
das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase.

E conhecido que as prostaglandinas sdo capazes de excitar os
nociceptores, ou seja, sio as principais causadoras da redug¢do do limiar de dor,
contribuindo assim paré o estabelecimento da hiperalgesia. As prostaglandinas
sdo geralmente geradas por uma forma constitutvi\'/a da enzima, a cicloxigenase
(COX-1) que apresenta inumeras fungdes fisiologicas (Mitchell et al., 1994,
Coleman et al.,, 1994). Recentemente uma segunda forma denominada de
cicloxigenase (COX-2) foi descrita durante o processo mflamatorio.
Recentemente, Charette et al. (1995) demonstraram que a produgdo de

prostandides responsaveis pelo ténus intrinseco na traquéia isolada de cobaia se
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deve principalmente a atividade da COX-2. A precisa origem celular dessa
enzima ndo foi ainda elucidada, mas a sua preseng¢a ja havia sido descrifa em
outras células como fibroblastos, macréfagos, células epiteliais e na prépria
camada muscular lisa (Battistini et al., 1994; Pitchard et al., 1994; Vane et al.,
1994). A natureza do estimulo para a expressdo da COX-2 ndo estd ainda bem
explicada, mas o trauma da remogdo e dissecagdo do tecido pode induzir o
aumento da expressdo dessa enzima. Outros fatores, como o sangue, a presenga
das citocinas como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral, além de certos
fatores de crescimento, ja foram descritos como sendo responsaveis pela ativagao
da expressdo da COX-2 (Battistini et al., 1994). Varias evidéncias indicam que as
i)rostaglandinas sdo sintetizadas e liberadas em diversos tecidos incluindo os do
trato respiratério (Moncada e Vane, 1983). Quando analisada “in vitro” a
prostaglandina E, e o analogo do tromboxano A, o U 46619, aumentam as
respostas (Omini et al., 1986; Armour et al., 1988) e induzem mudanga no tono
da musculatura lisa das vias aéreas (Sweatman e Collier, 1968; Gardiner ¢
Collier, 1988; Coleman et al., 1981; Black et al., 1986).

Finalmente, o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri deslocou a direita
de maneira proporcional a concentragio usada a resposta contratil para o
composto 48/80, conhecido por liberar histamina de mastocitos (Paton, 1951;
Maling et al., 1974). Considerando que nas mesmas concentragdes o extrato
hidroalcoodlico desta planta causou apenas discreto efeito na resposta contratil a

histamina nesta preparagdo, é bastante razoavel supor que esses principio(s)
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ativo(s) possa(m) estar interferindo com a liberagdo de histamina, sem nterferir
com as agOes desse mediador ao nivel do receptor e/ou do sistema de efetuador
nesta preparagdo. Reconhecidamente a histamina é um importante mediador pré-
inflamatério, sendo liberada pela degranulagdo de mastocitos causada por varios
agentes mecanicos e inumeros mediadores inflamatérios como substincia P,
interleucina -1 e fator de crescimento neural (Bevan, 1982; Hill, 1990; Schwartz
et al., 1991). A histamina pode atuar nos neurénios sensoriais produzindo
irritagdo em baixas concentragdes e dor em altas concentragdes (Dray, 1994). A
ativagdo dos receptores H, pela histamina a nivel dos neurdnios sensoriais pode
resultar em aumento da penneabilidade ao calcio provocando, assim, a liberagdo
de neuropeptideos sensoriais além de prostaglandinas e dacidos mono-hidroxidos
eicosatetraenoicos pelas células endoteliais, levando a hiperalgesia e a outros
efeitos pro-inflamatérios (Rang et al., 1994). Além disso, como demonstrado na
bexiga e na traquéia de cobaia, o extrato hidroalcodlico ndo parece interferir de
maneira importante com o sistema colinérgico muscarinico.

Considerando os resultados interessantes obtidos nos estudos realizados
“in vivo” indicando uma agdo analgésica, antialérgica e antiedematogénica e
também as agles “in vitro” em rela¢do aos mesmos neurotransmissores para o
extrato desta planta, decidiu-se analisar as agdes do extrato hidroalcodlico da
Drymis winteri na traquéia de cobaia de animais ativamente sensibilizados a
ovalbumina. Mais uma vez nossos resultados confirmam e estendem os estudos

realizados “in vivo” com a extrato hidroalcodlico da Drymis winteri sugerindo a
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existéncia de principio(s) ativo(s) com propriedade(s) antialérgica e/ou
antiasmatica nesta planta. Em muitas espécies animais, incluindo os humanos e
cobaias a prévia sensibilizagdo das vias aéreas quando expostas a antigeno
especifico, resulta na liberagdo de mediadores inflamatérios, como por exemplo a
histamina (Adams e Lichtenstein, 1979), leucotrienos (Burka e Paterson, 1981;
Dahlen et al., 1983) e prostaglandinas (Burka et al., 1981). Estes mediadores
podem contrair diretamente a musculatura lisa das vias aéreas (Dahlen et al,,
1983) e induzir ou aumentar a rea¢do inflamatéria “in vivo” (Chung e Barnes,
1992).

A contragdo causada pelo antigeno na traquéia de cobaia sensibilizada,
resulta primariamente na agdo da histamina e de produtos da liberagdo da via do
4acido araquidénico via S-lipoxigenase (leucotrienos) e do metabolismo da
ciclooxigenase (prostaglandinas e tromboxanos) (Adams e Lichtenstein, 1979;
Saad et al., 1983). As respostas contrateis monoféasicas da contra¢do ao antigeno
consiste da fase anti-histaminica-sensivel e de uma fase lenta mediada por
leucotrienos (Adams e Lichtenstein, 1979; Burka e Paterson, 1981; Fishleder e
Buckner, 1984). Administrados simultaneameﬁte, os antagonistas desses
- mediadores quimicos reduzem a amplitude da resposta contratil ao antigeno
(Adams e Lichtenstein, 1979; Hand e Buckner, 1979).

O mecanismo de agdo do extrato da Drymis winteri ndo foi investigado em
maior profundidade, mas os resultados do presente estudo permitem sugerir que

esses efeitos podem estar relacionados com a a¢do dos principio(s) ativo(s) desta



95

planta em varios sitios incluindo, entre outros, uma interagdo com os receptores
e/ou transdugdo de sinal das respostas para as taquicininas, cininas, derivados do
acido araquidonico especialmente com o trombaxano A, além da inibi¢io da
liberagdo de histamina.

Em nossos estudos procuramos também analisar as ag¢des do extrato
hidroalcodlico da Drymis winteri na veia porta isolada de rato, preparagdo
conhecida por apresentar receptores do subtipo NKj; para as taquicininas
(Mastrangelo et al., 1986; Maggi, 1995; Dias et al., 1996). Os resultados
permitem evidenciar que os principios ativos presentes no extrato hidroalcoolico
desta planta nas mesmas concentrag¢des, além de imterferir com as ag¢des das
taquicininas mediadas pelo receptor NK,, também interfere com aquelas
mediadas pela estimulagdo do receptor NKj;. Os receptores NKj; sdo
abundantemente expressos no sistema nervoso central e na medula espinhal
(Otsuka e Yoshioka, 1993). No sistema nervoso periférico as respostas
funcionais deste receptor tém sido detéctadas na musculatura circular e
longitudinal do ileo e no coélon de cobaia. A estimulagdo desses receptores
produz indiretamente contragdo e relaxamento no }milsculo liso por liberagdo de
varios mediadores (Laufer et al., 1986; Maggi et al., 1993a, 1994) e diretamente
contra¢do no eséfago de rato (Stables et al., 1991), utero de rata (Barr et al,,
1991), despolarizagé@o neuronal no génglio cervical superior de cobaia (Seabrook
et al., 1992) e ginglio taqueobronquial (Myers ¢ Undem, 1993). A relevancia

desses resultados para explicar as a¢des medicinais das cascas da Drymis winteri
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ndo esta clara no momento, pois ainda permanece por ser melhor esclarecido a
participagdo dos receptores NK; das taquicininas em processos fisiopatoldgicos

(Otsuka e Yoshioka, 1993; Patacchini e Maggi, 1995)
Fra¢des semipurificadas € compostos isolados da Drymis winteri

Com o objetivo de isolar e caracterizar o(s) composto(s) ativo(s)
presente(s) no extrato hidroalcodlico da Drymis winteri foram inicialmente
obtidas varias fragdes com o emprego de diferentes solventes organicos com
distintos graus de polaridade. A primeira fragdo testada na traquéia de cobaia, foi
é aquosa que causou deslocamento concentragdo dependente a direita da curva
concentragdo resposta a bradicinina e a substincia P, um efeito que foi de certa
forma semelhante ao descrito para o extrato total desta planta. Quando testada
nas traquéias de cobaias de animais previamente sensibilizados a ovalbumina e
exposto ao antigeno, a fragdo aquosa nas mesmas concentragcdes antagonizou de
maneira concentragio e tempo dependentes a rea¢do anafilatica decorrente da
interagdo do antigeno com o anticorpo. Tais resultados, indicam claramente a
presenca de principio(s) ativo(s) nesta fracdo com ag¢des semelhante(s) aquelas
observadas no extrato total desta planta.

Ao contrario do que fo1 observado para a fragdo aquosa, a fragdo acetato
de etila nas mesmas concentragdes apresentou apenas discreto efeito inibitério

sobre as respostas contrateis aos agonistas testados sem causar nenhuma inibigdo
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sobre a ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antigeno. Dessa
forma essa fragdo foi descartada nos futuros estudos.

A fragdo cloroformica que extrai principalmente compostos de
caracteristicas mais apolares, nas mesmas concentragdes, antagonizou de maneira
semelhante a Vfrag:ﬁo aquosa, as respostas contrateis causadas pela substancia P e
~ a bradicinina na traquéia de cobaia. Também similar a fragdo aquosa, a fragdo
.cloroférmica, causou Inibigdo concentracdo e tempo dependentes da contragdo
causada a ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antigeno. Tais
resultados indicam que composto(s) apolares presentes na fragdo cloroformica
parece tambem contribuir para os efeitos observados para o extrato
hidroalcoolico das cascas da Drymis winteri.

O fracionamento das fragGes que mostraram atividade farmacoldégica “in
vitro” permitiu isolar varios corﬁpostos, sendo que alguns deles ja haviam sido
descritos na literatura como por exemplo os flavonédides (astilbina e taxifolin),
conhecidos por suas propriedades antialérgicas, antiinflamatorias (Middleton e
Kandaswami, 1992), e hipotensor (Sawada et al., 1989; Wu et al., 1989). As
atividades dos flavondides sdo frequentemente associadas com seus efeitos sobre
os radicais livres, especialmente ao anion superdxido, que esta relacionado com
muitos estados patoldgicos, como a inflamagdo (Sies, 1987; Robak e Gryglewski,
1988; Jovanovic et al., 1994).

O flavonodide astilbina isolado da fragcdo acetato de etila, em altas

concentracdes( > 200 uM) causou parcial inibi¢do sobre a resposta contratil a
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bradicinina, mas ndo interferiu com a resposta & acetilcolina na traquéia de
cobaia. No entanto, esse composto, nas mesmas concentragdes, nao irﬁbiu
significativamente a contragdo causada pela ovalbumina nas traquéias de cobaias
ativamente sensibilizadas ao antigeno. Esses resultados sugerem portanto, que
muito provavelmente a astilbina ndo contribui de maneira importante para as
a¢des farmacoldgicas observadas para o extrato hidroalcodlico das cascas da
Drymis winteri. A astilbina foi anteriormente isolada das cascas da Hymenaea
martiana (Leguminosae) (Carneiro, 1989), planta conhecida como jatobd e usada
na medicina popular em algumas regiées do Brasil para o tratamento das doengas
das vias aéreas, incluindo a bronquite e a asma (Morton, 1981)

Um outro composto isolado da fragdo acetato de etila obtida das cascas da
Drymis winteri foi o flavondide taxifolin (di-hidroquercitina) que quando
analisado no ileo isolado de cobaia? em altas concentragdes antagonizou atraveés
de mecanismo ndo competitivo a c/ontrag:éo éllacetilcolina e a histamina. No
entanto, a exemplo do que foi observado para a astilbina, o taxifolin ndo foi capaz
de inibir de maneira significativa a contragio causada pela exposi¢do de
ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antigeno. Tais resultados,
indicam que também o taxifolin ndo parece contribuir de maneira importante para
os efeitos observados “in vitro” para o extrato hidroalcodlico das cascas da
Drymis winteri. No entanto, varios relatos descritos na literatura demonstraram
que o taxifolin apresenta agles farmacoldgicas interessantes podendo ser

mencionadas suas agles antinociceptivas, antiedematogénicas e antiinflamatorias
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(Cechinel-Filho et al., 1995b; Kolhir et al., 1996). Assim, estudos adicionais
ainda sdo necessarios para confirmar se o taxifolin realmente contribui ou nio
para os efeitos antinociceptivos, antiedematogénicos e antiinflamatdrios
observados para o extrato hidroalcodlico das cascas da Drymis winteri.

Uma série de compostos apolares provavelmente sesquiterpenos foram
isolados da fragdo cloroférmica, confirmando assim trabalhos descritos na
literatura (Wenkert e Strike, 1964; Appel, 1956; Sierra et al., 1985). O composto
3 (sesquiterpeno ainda ndo identificado) causou inibigdo concentragdo
dependente, mas do tipo ndo competitivo sobre as respostas contrateis a
bradicim'na e para a substincia P na traquéia de cobaia. Essas a¢des foram
bastantes semelhantes as observadas para o extrato hidroalcodlico e para
algumas fragdes obtidas desta planta. Além disso, o composto 3 causou discreta,
porém significativa inibigdo da resposta contratil & ovalbumina na traquéia de
cobaia. A andlise desses resultados indica que esse sesquiterpeno parece
contribuir, pelo menos em parte, para os efeitos observados “in vitro” e “in vivo™
para o extrato hidroalcodlico da Drymis winteri.

Um segundo sesquiterpeno (ainda ndo identificado quimicamente) foi
isolado da fragdo cloroférmica, denominado compostos 5. Quando testado no ileo
de cobaia esse composto foi capaz de antagonizar as respostas contrateis a
acetilcolina e bradicinina no ileo de cobaia e para a susbtincia P na traquéia de
cobaia. Infelizmente, os experimentos realizados com o composto 5 nas

contragdes induzidas pela ovalbmmina ficaram inconclusivos, ndo permitindo até
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o momento, avaliar o papel desse terpendide na anafilaxia. De qualquer maneira,
as a¢des farmacoldgicas observadas para o composto 5 sugerem que o mesmo
deva desempenhar papel importante nas a¢des “in vitro” e talvez “in vivo” do
extrato hidroalcodlico desta planta.

O terceiro sesquiterpeno (ainda ndo identificado quimicamente) foi o
composto 9 também isolado da fragdo cloroférmica que causou significativa
inibi¢do da contragdo induzida pela acetilcolina e bradicinina. no ileo isolado de
cobaia, e pela bradicinina e substancia P na traquéia de cobaia. Estes resultados
demonstram que este composto parece interferir com 0s receptores muscarinicos
no ileo de cobaia, e também sugerem ser esse composto um dos responsaveis
pelas a¢des antiinflamatorias e antinociceptiva presentes nas cascas da Drymis
winter1.

Um quarto sesquiterpeno isolado e identificado quimicamente como sendo
o poligodial foi isolado da fragdo cloroférmica. Este composto é reconhecido
como sendo o mais importante sesquiterpeno isolado desta planta e apresenta
atividade inseticida (Sierra et al., 1985). Estudos descritos na literatura indicam
que o poligodial € um composto ativo que tem a ag:éo de inibir o desenvolvimento
de larvas de Gusanos cogolleros spodoptera littoralis e S. exempta (lepidoptera)
(Kubo et al., 1976). Considerando que o poligodiol é o terpendide majoritario
existente nesta fragdo, foi possivel explorar em mais detalhes suas agdes
farmacoldgicas na musculatura lisa vascular e ndo vascular “in vitro”, e assim

comparar seus efeitos com os observados para o extrato hidroalcodlico desta
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planta. O poligodial em concentragdes variando entre 5 a 20 pM causou im'big:ﬁo
concentra¢io dependente sobre as respostas a bradicinina, substincia P e para o
agonista seletivo do receptor NK;, a [B-Ala®] neurocinina A (4;10) na traquéia de
cobaia. Da mesma forma que foi observado para o extrato hidroalcodlico desta
planta, o poligodial, mesmo em concentragdes muito elevadas (342 uM), ndo
interferiu com a resposta contratil ao agonista seletivo do receptor NK;, a
substincia P- metil éster na traquéia de cobaia. No entanto, como observado para
o extrato hidroalcodhco, o poligodial nas mesmas concentragdes, antagonizou as
respostas contrateis para o composto 48/80 e para o andlogo estavel do
t;omboxano A, o0 U 46619 na traquéia de cobaia. Em ambos os casos, ao
contrario do que foi observado para o extrato hidroalcoélico, ocorreu redugio
significativa da resposta maxima para esses agonistas. Além disso, concentragdes
entre 17 a 128 uM desse composto foram capazes de antagonizar as contragdes a
acetilcolina e histamina no ileo de cobaia. Porém, o poligodial em concentragdes
menores (5 a 20 puM) antagonizou a resposta contratil a bradicim’na nesta
preparagao.

Outro resultado interessante foi a inibigédo cohcentragéo tempo dependente
causada pelo poligodial sobre a resposta contratil a ovalbumina nas traquéia de
cobaias obtidas de animais sensibilizados ativamente ao éntigeno. Tambeém
relevantes foram as ac¢des inibitérias do poliquial sobre a contragdo a

bradicinina, substancia P e para o U 46619 na veia porta de rato, confirmando
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assim os resultados obtidos para esses mesmos agonistas na traquéia de cobaia.
Além disso, o poligodial em coﬁcentragées mais elevadas, foi capaz de inibir a
contragdo a endotelina 1 nesta preparagdo. Mais importante, em conceﬁtragées
muito baixas (0.4 uM), o poligodial inibiu aproximadamente 50% da resposta
contratil ao agonista seletivo do receptor NK3, o senktide na veia porta de rato.
Esses resultados analisados em conjunto indicam qué o poligodial parece
ser o principal composto ativo presente nas cascas da Drymis winteri. Suas agdes
farmacoldgicas, como descrito para o extrato hidroalcodlico desta planta, estdo
relacionadas principalmente com a interferéncia com os neuropeptideos pro-
ir;ﬂamatérios incluindo entre eles a bradicinina ¢ a substincia P, esse ualtimo
efeito decorrente de uma agdo bastante seletiva sobre os receptores NK; e NK;
para as taquicininas. Além disso, o poligodial mostrou ser eficaz em antagonizar
as respostas ao U 46619 e ao composto 48/80, bem como as contragdo a
ovalbumina em animais sensibilizados, mas foi apenas parcialmente ativo contra a
histamina e acetilcolina. Assim, esses resultados sugerem fortemente que o
poligodial apresenta um importante perfil de a¢do farmacoldgica “in vitro” e,
consequentemente, revela ser uma molécula promissora para o desenvolvimento
de novas drogas potencialmente uteis para o tratamento da alergia, asma,
processos inflamatdrios e/ou como analgésico. Contudo, estudos farmacologicos
“in vivo” e “in vitro” e bioquimicos s3o ainda necessarios para a melhor
caracterizagdo de seu perfil de agdo farmacolégica, bem como para esclarecer seu

mecanismo de acio em nivel celular.
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Além desses terpenodides ja descritos, a fragdo cloroférmica das cascas da
Drymis winteri também revelou mais um sesquiterpeno caracterizado como sendo
o 1-B-[p-metdxi-coumaroiloxil] poligodial. Embora ligeiramente menos potente
que o poligodial, esse composto inibiu com as mesmas caracteristicas do
poligodial as respostas contrateis a bradicinina e a substincia P na traquéia de

cobaia e também parcialmente, mas
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FRkRRRRkk kR Rk Rk R xRk xRk ¥ *]anta ndo pode ser descartada, mas essa hipbtese
precisa ser melhor investigada em estudos futuros. Porém, outros compostos
existentes nesta planta e ainda ndo identificados podem também estar
contribuindo para as ag¢des do extrato hidroalcodlico.

Concluindo, os resultados do presente estudo e aqueles obtidos
anteriormente em nosso laboratério nos estudos “in vivo” sugerem fortemente a
existéncia de principios ativoé nas cascas da Drymis winteri que justificam seu
uso medicinal no tratamento das doengas das vias aéreas, particularmente na

asma bronguica € na alergia. bemn como nos processos inflamatérios € no controle



104

da dor. Varios principios ativos presentes nesta planta parecem contribuir para
esses efeitos farmacologicos, mas uma mistura de sesquiterpenos, onde o.
poligodial é o composto majoritario, parecendo ser o principal responsavel pelos
efeitos .observados. O mecanismo de a¢do desses compostos ndo estd ainda
completamente esclarecido, mas os re'sultados até aqui obtidos sugerem sua

interagdo com a ag¢do dos neuropetideos, incluindo a bradicinina, e a substancia P
(via ativagdo NK; e NK3), além de inibi¢do das agdes mediadas pelo tromboxano

A, e também de uma possivel ag¢do inibitoéria sobre a liberagdo de histamina.



RESUMO E CONCLUSOES

1. No presente estudo foram analisados alguns dos mecanismos envolvidos nas
agdes do extrato hidroalcoolico e de alguns dos constituintes quimicos isolados

das cascas da Drymis winteri (Winteraceae) na musculatura hsa vascular € nio

vascular.

2. O extrato hidroalcodlico da Drymis winteri .causou antagonismo do tipo nio
competitivo no ileo isélado de cobaia para as curvas concentragdo respostas
induzidas péla acetilcolina, histamina e bradicinina. Esse mesmo perfil de agdo
também foi observado no utero isolado de rata para a acetilcolina, bradicinina,
prostaglandina F,,, endotelina - 1 e angiotensina II, além de ter causado
deslocamento a direita da resposta contratil ao CaCl, . Por outro lado na bexiga
isolada de cobaia, o extrato hidroalcodlico nio interferiu com a resposta contratil
induzida pelo carbacol, porém causou deslocamento parcial da curva
concentragdo-resposta induzida a histamina, mas imibiu significativamente a
resposta contratil a bradicinina e a substancia P. J4 na traquéia isolada de cobaia
o extrato inibiu de forma significativa a resposta contratil induzida pela
bradicinina e a prostaglandina E,  Porém, o extrato hidroalcoolico antagonizou de
maneira apareﬁtemente competitiva a resposta contratil induzida pelo analogo do
tromboxano A; o U 46619, composto 48/80, substincia P e o agonista seletivo

do tipo NK; , o [B-ala® ] neurocinina A-(4-10). No entanto, o extrato
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hidroalcodlico ndo interferiu com a contragdo induzida pelo agonista seletivo do
tipo NK; , a substincia P - metil ester, porém causou inibi¢do parcial a
capsaicina. Ainda na traquéia de cobaia, o extrato hidroalcodlico causou
deslocamento parcial a direita para a histamina, sem afetar contudo a contragio
induzida pela acetilcolina. Por outro lado, na traquéia de animais sensibilizados a
ovalbumina o extrato hidroalcodlico causou significativa inibigdo de forma
concentragdo e tempo dependente da resposta contratil induzida pelo antigeno.
Quando o extrato hidroalcoolico foi testado na veia porta isolada de rato,
observou-se inibigdo significativa da resposta contratil induzida vpelo agonista

seletivo do receptor NK3, o senktide.

3. A fra¢do aquosa obtida das cascas da Drymis winteri quando testada na
traquéia de cobaia, causou ipbigﬁo parcial da resposta contratil induzida pela
bradicinina, porém antagonizou de maneira aparentemente competitiva a resf)osta
contratil a substancia P. Na traquéia de animais sensibilzados a ovalbumina a
fragdo aquosa causou inbigdo concentra¢do e tempo-dependentes da respsota a
ovalbumina. Ja a frag:ﬁo. acetato de etila causou pequeno deslocamento a direita
da curva concentragio-resposta a histamina e a acetilcolina na traquéia de cobaia,
porém, inibiu de maneira concentragdo dependente a contragdo induzida pela
bradicinina nesta prepara¢do. Por outro lado, na traquéia de animais
sensibilizados a ovalbumina essa fragdo ndo foi capaz de inibir de forma

significativa a resposta contratil ao antigeno. Outra fragdo também analisada na
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traquéia de cobaia, foi a cloroférmica que ndo interferiu de modo significativo
com a curva concentragdo induzida z‘i histamina, mas inibiu de forma significativa
a resposta contratil a bradicinina, porém, causou pequena inibigdo da curva
concentragdo-resposta a substincia P. Quando a fragdo cloroférmica foi testada
em traquéia de cobaia ativamente sensibilizada a ovalbumina, observou-se

inibigdo significativa e concentragdo-dependente da contragdo induzida pelo

antigeno.

4. O composto astilbina isolado das cascas da Drymis winteri , quando testado na
traquéia de cobaia ndo interfertu com a curva concentragdo-resposta a
acetilcolina. No entanto, causou inibigdo significativa da resposta contratil a
bradicinina. Porém na tfaquéia de cobaia previamente sensibilizada a ovalbumina,
esse composto ndo interferiu com é resposta contratil ao antigeno . J4 o composto
taxifolin isolado das cascas da Drymis winteri causou intbi¢do éoncentragﬁo-
dependente sobre a contragdo a acetilcolina, mas inibiu parcialmente a curva
concentragdo-resposta induzida a histamina no ileo isolado de cobaia. Porém, o

composto taxifolin ndo causou inibigdo significativamente da resposta contratil ao

antigeno.

5. Trés compostos sesquiterpenos ainda nio identificados isolados da Drymis
winteri foram testados, sendo o primeiro denominado de composto 3 que causou

inibigdo de maneira concentragdo-dependente da contragfio a bradicinina, mas
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em relagdo a substincia P causou pequena inibigdo da resposta contratil. Porém
na traquéia de animais sensibilizados a ovalbumina esse composto causou
inibigao parcial da contragdo induzida pelo antigeno. O outro composto
denominado composto 5, antagonizou de maneira ndo competitiva a resposta
contratil a acetilcolina, e inibiu a curva concentragdo-resposta a bradicinina no
ileo 1solado de cobaia. Porém, na traquéia de cobaia o composto 5 inibiu de
maneira significativa a resposta contratil a substdncia P. O terceiro composto
denominado de composto 9, causou deslocamento a direita associado com
inibigdo da resposta contrétil a acetilcolina e a bradicinina no ileo isolado de
cobaia. Por outro lado, na traquéia de cobaia esse composto inibiu de forma
significativa a resposta contrateis a bradicinina, e causou pequena inibigdo da

resposta a substincia P.

6. O composto caracterizado como sendo o I-B-[p-metoxi-coumaroilixi]
poligodial, inibiu significativamente e de forma concentragdo dependente a
resposta contratil a bradicinina, porém ndo interferiu com a resposta contratil a
substincia P na traquéia de cobaia. Ja na preparacdo obtida de animais
previamente sensibilizados 4 ovalbumina, o composto 1-B-[p-metoxi-
coumaroilixi] poligodial causou inibi¢do contragdo e tempo-dependente da

resposta contratil induzida pelo antigeno.
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7. O composto sesquiterpeno identiﬁcado como sendo o poligodial quando
testado no ileo isolado de cobaia causou deslocamento a direita da curva
céncentrag:éo-resposta a acetilcolina, histamina e bradicinina, associado com
inibigdo da resposta maxima. Ji4 na traquéia de cobaia, o poligodial causou
inibigdo parcial da resposta contratil a histamina, mas inibiu a curva
concentragdo-resposta a bradicinina. Por outro lado, o poligodial inibiu de forma
significativa e concentra¢do dependente a resposta induzida pelo composto 48/80
e pelo analogo estavel do tromboxano A, o U 46619. Porém, o composto
poligodial antagonisou de maneira aparentemente competitiva a resposta contratil
a substﬁncia P, mas ndo interferiu com a resposta contratil do agonista seletivo do
receptor NK,; a substdncia P metil-éster, mas inibiu significativamente a curva
concentragdo-resposta induzida pelo agonista seletivo do receptor NK; o [B-ala®]
neurocinina A (4-10). Ja na traquéia de animais ativamente sensibilizados ao
antigeno o composto ‘poligodial causou inibigdo significativa da resposta contratil
a ovalbumina. O composto poligodial também foi testado na veia porta isolada de
rato € causou signiﬁcativa inibi¢do da curva concentragdo-resposta induzida pela

bradicinina, U 46619, endotelina - 1, substancia P e ao senktide.

8. Em conclusdo, os resultados apresentados neste estudo demonstram que o
extrato hidroalcodlico obtido das cascas da Drymis winteri apresenta um perfil de
acdo farmacolégica que ainda ndo estd totalmente esclarecida, mas permitem'

sugerir que esses efeitos podem estar relacionados com a agdo dos principio(s)
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ativo(s) desta planta em varios sitios, incluindoventre outros, uma interagdo com
os receptores ¢/ou transdugdo de sinal das respostas para as taquicininas, cininas,
derivados do acido araquiddnico, especialmente o tromboxano A; . Além disso, o
mecanismo de agdo dos compostos isolados dessa planta também ndo esta ainda
esclarecido, mas os resultados sugerem uma interagdo desses compostbs com a
a¢do dos neuropeptideos, incluindo a bradicinina e a substincia P (via ativagdo
NK; e NK3 ), além de inibigio das agdes do tromboxano A,.

Analisados em conjunto, esses resultados podem contribuir, pelo menos em
parte, para explicar as agdes antiinflamatdrias, antinociceptivas e antialérgicas
demonstradas em estudos anteriores para o extrato desta planta. Finalmente, o
diterpeno poligodial parece ser o principal composto ativo presente nas cascas da

Drymis winteri .

Parte desses resultados foram aceitos para publicacio no General

Pharmacology.



8. ABSTRACT

1. In this study we analyzed some mechanisms involved in the actions of
hydroalcoholic extract (HE) and chemical constituents isolated from barks of

Drymis winteri (Winteraceae) in vascular and non-vascular smooth muscles.

2. The HE of Drymis Winteri caused noncompetitive antagonism in guinea-pig
isolated ileum concentration-response curves; mnduced by acetylcholine,
histamine and bradykinin. This profile was the same as that observed in rat
isoiated uterus for acetylcholine and bradykinin, prostaglandin F5,, endothelin-
1 and angiotensin [I. However, the HE caused displacement to the right of the
contractile response to CaCl,. On the other hand, in guinea-pig isolated urinary
bladder, this extract did not interfere with the contractile response induced by
charbacol; but caused partial displacement of the concentration-response curve
for histamine, and significantly inlubited the contraction elicited response to
bradykinin and substance P. In the guinea-pig isolated trachea, the HE
significantly inhibited the contractile response induced by bradykinin and
prostaglandin E,. Nevertheless, the HE antagonized, in an apparently
competitive manner, the contractile response induced by the analogue of

thromboxane A, (U 46619), compound 48/80, substance P and the selective
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agonist NKj, [B-ala®Jneurokinin A (4-10). However, the HE did not interfere
with the contraction induced by substance P methyl ester, an NK; selective
agonist, but caused partial inhibiton to capsaicin. In guinea-pig trachea, the HE
caused partial displacement to the right for histamine, without affecting the
contraction induced by acetylcholine. Otherwise, i trachea from animals
previously sensitized to ovalbumin, the HE caused significant inhibition in a
time and éoncentration—dependent manner, of the contractile response induced
by antigen. When the HE was tested in rat portal vein it caused a significant

mhibition of the contractile response induced by the selective agonist of NK;

receptor senktide.

3. The aqueous fraction obtained from barks of Drymis winteri, when tested in
guinea pig trachea, caused partial inibition of contractile response induced by
bradykinin, despite antagonizing, in an apparently competitive manner, the
contractile response to substance P. In the trachea from animals that had been
previously sensitized to ovalbumin, the aqueous fraction caused partial and
time-dependent inhibition to ovalbumin., The ethyliacetate fraction caused a
slight dispiacement to right of the concentration response curve induced by
histamine and acetylcholine in the guinea-pig isolated trachea, but inhibited in a

concentration-dependent manner, the contraction induced by bradykinin. In the
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trachea from animals sensitized to ovalbumin, the aqueous fraction was not able
to inhibit, in a significant fashion, the contractile response to antigen. In guinea
pig trachea, the chloroformic fraction did not interfere, in a sigm'ﬁcént mannér,
with the éoncentration response curve induced by histamine, but inhibited, in a
significant manner, the contractile response.to bradykinin, and also caused a
slight inhibition of the concentration-response curve for substance P. When the
chloroformic fraction was tested in guinea pig trachea actively sénsitized to
ovalbumin, a significant and concentration—dependent mnhibition of the

contracton induced by antingen was observed.

4. The compound astilbin, 1solated from Drymis winteri, when tested in guinea
pig trachea did not interfere with the concentration induced by acetylcholine.
However, it was able to induce significant inhibition of contractile response to
bradykinin. In guinea pig trachea previously sensitized to ovalbumin, this
compound did not induce significant inhibiton of contractile response to
- antingen. The compound taxifolin caused concentration-dependent inhibition of
contraction induced by acetylcholine, but only partially inhibited the
concentration-response curve induced by histamine in guinea pig isolated ileum.

However, this compound did not cause significant inhibition in the contractile

response to antigen.
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5. Three sesquiterpene compounds isolated from Drymis winteri not yet
identified were studied. The first, named compound 3, caused inhibition in a
concentration-dependent manner of contraction induced by bradykinin, but in
regard to substance P, it caused only a slight inhibition in its contractile
response. In the trachea from animals sentitized to ovalbumin, compound 3
caused partial inhibition of contraction induced by the antigen. The other
compound, identiﬁed as compound 5, antagonized in a noncompetitive manner,
the contractile response to acetylcholine and inhibited the concentration-
response curve to bradykinin in the guinea-pig isolated ileum. On the other
hand, in the guinea-pig trachea, this compound inhibited, in a signficant
manner, the contractile response to substance P. The third compound, named
compound 9, caused a marked displacement to the right associated with
inhibition of contractile response to acetylcholine and bradykinin in guinea-pig
isolated ileﬁm. In the guinea-pig trachea, compound 9 inhibited, in a significant
manner the contractile responses to bradykinin, but caused only a slight

inhibition in substance P induced contraction.

6. The compound characterized as being 1-f-[p-metoxi-coumaroilixi]Jpohgoidal

inhibited, in a significant and concentration-dependent manner, the contractile
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response to bradykinin. However, it did not interfere with the contractile
response to substance P in the guinea pig trachea. In preparations obtained
from animals previously sensitized to ovalbumin this compound caused

contraction and time-dependent inhibition of contractile response induced by

antigen.

7. The sesquiterpene compound identified as poligoidal, when tested in the
guinea-pig isolated ileum, caused a displacemenf to right in the concentration-
response curve to acetylcholine, histamine and bradykinin, associated with
inhibition of maximal response. In the guinea pig trachea, the poligodial caused
partial inhibition of contractile response induced by histamine and inhibition of
the concentration-response curve to bradykinin. On the other hand, the
poligodial mbhibited, in a significant and concentration-dependent manner, the
response induced by the compound 48/80 and by the stable analogue of
tromboxane A,, U 46619. The poligodial compound antagonized, in a
competitive manner, the contractile response to substance P, but did not
interfere with the contrac.tile response by the substance P methyl ester, an NK|
selective agonist, but significantly inhibited the concentration-response curve
induced by [B-ala’] neurokinin A (4-10), a selective agonist of the NK,

receptor. In the trachea obtained from animals actively sensitized to antigen, the
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compound caused significant inhibition of ovalbumin induced contraction.
When tested in rat portal vein, the poligodial caused significant inhibition to the
concentration-response curve induced by bradykinin, U 46619, endothelin-1,

substance P and senktide.

8. In conclusion, these results demonstrate that the hydroalcoholic extract
obtained from barks of Drymis winteri show an interesting pharmacological
profile and suggest that these effects can be related to the actions of active
principles of this plant at several sites, including interaction with receptors
and/or signal transduction in responses to tachykinins, kinins, and thromboxane
A, In addition, although the precise mechanism of action of the compounds
obtained from this plant is not clear, the interaction of these compounds with
the action of neuropeptides, including bradykinin and substance P (via NK; and
'NK; receptor), and inhibition of thromboxane A, actions, seems to be an
important target for future investigation. T‘aken together, these results_ can
contribute, at least in part, to the explanation of the antunflammatory,
antinociceptive and antiallergic actions demonstrated in previous studies for the
HE of this plant. Further, the diterpene poligodial seems to be the main active

compound present in the barks of Drymis winteri.
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