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INTRODUÇÃO

Desde a antigüidade, o homem vem utilizando os produtos naturais com 

propriedades medicinais para o tratamento de várias doenças. Os chineses, mil 

anos atrás, e mais tarde os egípcios e depois os gregos e romanos tratavam seus 

males com extratos vegetais, dos quais não se conheciam suas composições.

A origem do conliecimento do homem sobre as virtudes das plantas é 

muito diversa e curiosa. Muitas foram as fontes que o auxiliaram; a inspiração, o 

instinto, 0 ensinamento dos animais, as analogias de cor, forma exterior, gosto, 

etc. Foi através da experimentação que praticava o homem primitivo com as 

plantas que se passou a conliecer as suas propriedades curativas. É possível que 

0 homem tenlia levado à boca a maioria das plantas, muitas eram inócuas, outras 

causavam enfermidades e levavam á morte. Não há dúvida que algumas delas 

aliviavam sintomas de indisposição e enfennidades, e outras causavam 

alucinações.

Dos 375 bilhões 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 primórdios da civilização, 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 períodos das



grandes viagens dos descobridores dos continentes e depois dos colonizadores, 

os quais propiciaram uma mistura de conliecimentos entre os povos e raças 

distintas.

Surgiu a necessidade de uma uniformização na nomenclatura das plantas 

com 0 objetivo de nominá-las de forma segura, foi então a partir do século 

XVIII que Linné empregou o latim, como idioma científico para descrever uma 

espécie e caracterizá-la a uma categoria denominada de gênero. Desenvolveu-se 

desse modo um sistema de identificação de espécies vegetais que em grande 

parte sanou os problemas referentes à confusão existente a respeito da 

identidade das plantas.

A utilização de plantas medicinais no Brasil tem origem na cultura dos 

diversos grupos indígenas que habitavam o País. Alguns exemplos são a 

ipecacuanha {Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich), o guaraná (Paullinia 

cupana H.B.K.), o taíuiá (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 são 

provenientes de outros países sul-americanos, como o boldo {Peumus boldus 

Mol.) e a quilaia (Quillaja saponaria MoL). A utilização terapêutica das plantas 

difimdiu-se devido à grande importância terapêutica a elas atribuídas pela 

população.

Esse conliecimento acumulado pela medicina popular permitiu o 

desenvolvimento ao longo dos anos de medicamentos utihzados na clínica



médica como os digitálicos, a quinina, a morfina, a atropina, etc. Contudo, as 

plantas de uma mesma espécie, crescendo em regiões de climas diferentes, não 

apresentam necessariamente o mesmo metabolismo secundário; por esta razão, 

podem apresentar efeitos biológicos diferentes na dependência da concentração 

relativa desses princípios.

Tendo em vista esta caracteristíca vegetal, é possível compreender que a 

atividade medicinal de uma planta, em diferentes épocas e lugares, pode ter uma 

variação muito grande; desde atividade benéfica, quando predominam os 

princípios terapêuticos, até ação tóxica, quando outros produtos predominam ou 

a síntese daqueles princípios é excessiva. Portanto, somente a perfeita 

compreensão dos fenômenos que envolvem o cultivo, controle e utilização das 

plantas medicinais, ou produtos dela extraídos, nos possibilitarão a utilização 

plena desses recursos.

A própria Organização Mundial de Saúde vem reconliecendo o valor 

terapêuüco das plantas medicinais e estimulando seu uso em países em 

desenvolvimento, embora tenha recomendado cuidados especiais à população 

(WHO, 1991). Outra avaliação da WHO indica que cerca de 80 % da população 

ainda utiliza direta ou indiretamente produtos derivados de plantas para o 

tratamento dos cuidados primários a saúde (WHO, 1993) Hoje, a medicina 

alopática utiliza aproximadamente 119 drogas, com estmtiiras definidas, que são 

extraídas de cerca de 90 espécies de plantas superiores. No entanto, das cerca de 

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



já  foram estudadas com a finalidade de verificar suas atividades biológicas, o 

que permite deduzir que muitas substâncias com atividade medicinal podem 

ainda ser isoladas (Chadwick e Marsh, 1990). Cerca de 2/3 das espécies 

estão distribuídas nas florestas tropicais, de países subdesenvolvidos ou em 

desenvolvimento da Àsia, À£rica e Àmérica do Sul. Somente o Brasil detém 

aproximadamente 60.000 espécies representando um total de aproximadamente 

20 % de todas as espécies conliecidas da flora mundial, e supõe-se que existam 

mais de 10.000 espécies ainda não catalogadas na floresta amazônica.. É 

possível que muitas espécies vegetais estejam praticamente extintas ou serão 

extintas nos próximos anos, não pennitindo assim sequer a análise de seus 

potenciais terapêuticos e/ou econômicos.

Nas últimas décadas, as plantas medicinais passaram a ser cogitadas, por 

alguns profissionais da área de saúde e por órgãos governamentais, como um 

recurso terapêutico passível de utilização no atendimento de algumas das 

necessidades dos serviços de saúde. Além disso, os produtos naturais, em 

especial as plantas medicinais, vêm igualmente propiciando a síntese de novas 

moléculas com potencial medicinal (protótipos) que resultaram no 

desenvolvimento de novos fármacos pela indústria farmacêutica internacional.

São muitos os exemplos de fármacos obtidos a partir de recursos naturais, 

e assim o valor econômico dos recursos de origem vegetal e animal é 

imensurável. Os dados disponíveis indicam que cerca de 25 % dos 

medicamentos atualmente comercializados são obtidos direta ou indiretamente a



partir de recursos naturais, especialmente de plantas (Farasworth e Morris, 

1976; Balandrin et a l, 1985). Estima-se que o mercado mundial de 

medicamentos ultrapasse a U$ 300 billiões/ano e assim o valor agregado dos 

produtos naturais, somente neste setor, pode ser considerado de grande monta.

Uma outra aplicação importante na área de produtos naturais é o uso 

crescente das toxinas e de venenos de origem animal, e dos produtos derivados 

de plantas como ferramentas indispensáveis para a compreensão de fenômenos 

moleculares complexos em nível celular e molecular. Embora não seja conliecido 

0 valor econômico da comercialização desses produtos, certamente eles 

representam um mercado considerável em todo o mundo. Como exemplos, 

podem ser mencionados, a rianodina e a cafeína, alcalóides que interferem com 

o cálcio no retículo sarcoplasmático, a tapsigargina, sesquiterpeno que interfere 

com a bomba de cálcio ATPase do retículo endoplasmático, a capsaicina, amida 

que estimula receptores próprios e libera neuropeptídeos de neurônios 

sensoriais, ácido ocadáico, inibidor de fosfatases, forskolin, diterpeno que ativa 

a adenilato ciclase, etc. Soma-se a isso a enonne contribuição de várias toxinas 

animais e vegetais que pennitiu, pela especificidade de ação, estudar e clonar 

vários canais iônicos possibilitanto, assim, o entendimento do mecanismo de 

ação de muitos neutrotransmissores.

Nos últimos anos o interesse pelas plantas medicinais, visando ao 

desenvolvimento de novos medicamentos tem crescido acentiiadamente em todo 

0 mundo (Eisenberg 1993; Hoffinan e Eskinazi, 1995; Leaders, 1996; Brevoort,



1996). Assim, o interesse e consequentemente os investimentos da indústria 

farmacêutica, particularmente a multinacional, têm crescido de maneira 

expressiva nesta área. Há 15 anos, poucas das maiores indústrias farmacêuticas 

mundiais tinliam programas de pesquisa na área de plantas. Atualmente, pelo 

menos metade dessas grandes indústrias está desenvolvento projetos de 

pesquisas com plantas (Bonis, 1996; Turner, 1996).

Pesquisas realizadas nos últimos anos permitiram o desenvolvimento de 

medicamentos importantes a partir de plantas. Podem ser mencionadas, entre 

outras, a descoberta dos alcalóides vimblastina e vincristina isolados do 

Catharantus roseus o terpenóide taxol isolado do Taxus brevifolia, (Cragg et 

ai., 1993), drogas utilizadas no tratamento da leucemia e do câncer de ovário e 

mama, respectivamente, e a artemisinina, sesquiterpeno lactona isolado da 

Artemisia anua (Hien e White, 1993), empregada no tratamento da malária. 

Somente no último ano a Food and Drug Administration (USA) aprovou a 

liberação de três novas drogas derivadas de plantas: o hycantin isolado da 

Camptotheca acuminata (usada no tratamento do câncer de ovário), taxol 

isolado do Taxus brevifolia (empregado no câancer de ovário e mama) (Wall e 

Wani, 1996) e a nabilona isolada da Canabis sativa (antiemético). Além disso, 

muitos compostos isolados de plantas estão em fase avançada de estudos 

clínicos.

Vários fatores têm contribuído para o crescimento do mercado dos 

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



mencionados; 1) grande parte da população procura por medicamentos mais 

eficazes; 2) em muitas patologias, as drogas sintéticas ainda não demonstraram a 

eficácia clínica esperada; 3) a população de muitos países, especialmente os 

mais ricos, vem nos últimos anos procurando por terapias naturais, insatisfeita 

com a medicação moderna, especialmente face aos seus efeitos indesejáveis. Por 

categoria terapêutica, o mercado de fítofármacos é formado por medicamentos 

com ação sobre o sistema cardiovascular (27%), seguido por drogas para o 

tratamento de afecções respiratórias (15%), do trato digestivo (14%) e como 

tônicos (14%). Medicamentos, como por exemplo, o Tebonin®, o Ginsena ®, 

produtos derivados do alho (Kway®), chegam a comercializar 200, 50 e 40 

milhões de dólares/ano, respectivamente (Grunwald, 1995; Brevoort, 1995)

Em que pese a necessidade de elevada tecnologia e dos altos custos 

envolvidos no desenvolvimento de novas moléculas com potencial medicinal, 

com a aprovação da Lei de Patentes esse quadro deve ser modificado 

completamente no Brasil. O desenvolvimento de novas moléculas ativas, com 

mecanismos de ação bem definidos, particulannente a partir de produtos 

naturais, poderá abrir grandes possibilidades de interação com parte da indústria 

farmacêutica nacional, mas principalmente com a multinacional, no momento 

muito interessada no desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento de 

várias patologias onde a síntese orgânica não tem mostrado resultados 

promissores. Como já  mencionado anteriormente, tal fato tem levado a maioria 

das grandes indústrias farmacêuticas 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 plantas medicinais de uso popular foram 

incentivadas principalmente pelo Ministério da Saúde através da sua Central de 

Medicamentos (CEME). O objetivo principal do programa foi avaliar 

pragmaticamente as propriedades farmacológicas e toxicológicas das plantas 

mais comumente utilizadas, visando à sua validação como alternativas 

terapêuticas. Validar uma planta medicinal de uso tradionai ou popular é, no 

sentido estrito do tenno, comprovar os benefícios do seu uso na espécie humana, 

ou seja, garantir que o fítoterápico é eficaz e tem baixa toxicidade, e incluem-se 

também testes pré-clínicos e clínicos.

Seguindo as diretrizes dessa hnlia de trabalho, em nossos laboratórios 

foram realizados estudos prévios com o extrato hidroalcoólico das cascas da 

Drymis winteri (Winteraceae), planta nativa da região Sul do Brasil e também de 

outros países da América do Sul (figura 1), sendo conliecida popularmente como 

casca de anta, canela amarga e para tudo. Esta planta é utilizada pela população 

para o tratamento das patologias relacionadas ao sistema respiratório, incluindo 

alergia e a asma brônquica. Suas cascas são também empregadas como 

antiinflamatório, cicatrizante, antiespasmódico e antipirético (Morton, 1981; 

Simões et al., 1986).

A Drymis winteri é uma árvore 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 diâmetro, com pétalas brancas, muitos estames e fruto carnoso.

Os estudos fítoquímicos descritos na literatura para essa e outras espécie 

desse gênero, demonstram a presença de vários metabólitos secundários de 

diferentes classes químicas, incluindo aldeídos sesquiterpênicos (Appel et al., 

1959; Appel e Dolir, 1958; Cortés e Oyarzun, 1981; Brown, 1994) e flavonóides 

(Cruz e Silva., 1973; Torres et al., 1992). Um dos principais constituintes da 

Drymis winteri foi o sesquiterpeno identificado como pohgodial um composto 

que apresentou atividade inseticida (Caprioh et al., 1987) e antimicrobiana ( 

McCalhon et a l, 1982; Samuelsson, 1992). Na fígura 2 podemos observar 

alguns dos constituintes isolados da Drymis winteri descritos na literatura, e na 

fígura 3 os constituintes isolados no Laboratório de Produtos Naturais do 

Departamento de Química da UFSC que foram analisados farmacológicamente 

neste trabalho.

Os testes “in vivo”, realizados com o objetivo de caracterizar algumas 

das ações atribuídas pela medicina poupular à esta planta, demonstraram que no 

extrato hidroalcoólico da Drymis winteri estão presentes constituintes com 

potencial atividade analgésica, antiinflamatória e antialérgica (Tratsk et al., 

1995; Matta et al., 1994). Estes resultados preliminares mostram claramente que 

0 extrato liidroalcoólico das cascas de Drymis winteri apresenta princípio(s) 

ativo(s) capaz(es) de antagonizar as respostas edematogênicas e contracturantes 

causadas por vários mediadores químicos diretamente envolvidos nas reações



inflamatórias e alérgicas. Além disso, o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri 

foi efetivo em promover analgesia além ter inibido a reação anafilática em 

animais ativamente sensibilizados á ovalbumina. Em conjunto, estes resultados 

indicam que as cascas da Drymis winteri contêm principio(s) com potencial 

atividade antiasmática, antiinflamatória, além de propriedades analgésicas, 

quando administradas por via oral “in vivo”. Além disso, o efeito do extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri foi de longa duração. O mecanismo de ação 

desse(s) composto(s) não está ainda completamente claro, mas os resultados 

preliminares indicam que o extrato hidroalcoólico dessa planta parece interferir 

com vários mediadores químicos envolvidos no processo inflamatório, alérgico 

e na transmissão dolorosa. Tais resultados apontam uma ação potencialmente 

benéfica do(s) princípio(s) ativo(s) presente(s) nesta planta para o tratamento de 

patologias como a asma brônquica, alergia e nos processos inflamatórios e para

0 tratamento da dor.

A asma brônquica bem como a alergia são patologias até o momento de 

difícil tratamento devido em grande parte à complexidade de mediadores 

químicos envolvidos. Assim, é hoje reconhecido que além da participação da 

histamina já  bem estabelecida, muitos outros mediadores químicos como os 

derivados do metabolismo do ácido araquidônico, incluindo principalmente os 

leucotrienos e o tromboxano A2 , o fator de agregação plaquetária (PAF), vários 

neuropeptídeos como as cininas, taquicininas, CGRP, as citocinas, endotelinas 

além de fatores presentes no endotélio como 0 óxido nítrico estão envolvidos
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(Frossard e Fajac, 1995; Bames e Liew, 1995; 0 ’Byme, 1995; Bai et al., 1995). 

Considerando a grande ocorrência dessas patologias em todo o mundo e 

motivado principalmente pela falta de mn tratamento efetivo, tem sido intensa a 

pesquisa nas grandes indústrias farmacêuticas visando desenvolver novos 

medicamentos mais eficazes no tratamento dessas patologias (Cockcroft e 

Murdock, 1987; Joos et al., 1995; Kurosawa, 1995; Morley, 1995; Banner e 

Page, 1995; Howarth, 1995).

Considerando a ampla utilização da inilisão das cascas da Drymis winteri 

para o tratamento de patologias relacionadas a doenças do trato respiratório, 

incluindo a asma brônquica e a alergia, a ausência de estudos fannacológicos 

com essa planta e principalmente em fimção dos resultados altamente 

promissores obtidos nos estudos anteriores de nosso laboratório, julgou-se de 

interesse dar continuidade aos estudos fannacológicos “in vitro” com o extrato 

e com alguns dos princípios isolados dessa planta. O conliecimento acerca do 

mecanismo de ação do extrato, frações semipurificadas e dos compostos puros 

da Drymis winteri poderia contribuir para o desenvolvimento de novas 

alternativas para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento 

de processos inflamatóríos crônicos como a asma brônquica, no tratamento da 

alergia e para o alívio da dor.

11
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FIGURA 2: Compostos isolados áa Drymis winteri descritos na literatura.
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Figura 1 - Vista de um dos ramos laterais, com flores, úa^Drymis winteri. 
Corrêa 1984



2 - OBJETIVOS

0  presente estudo foi desenvolvido visando:

1 - Analisar alguns dos mecanismos envolvidos nas ações do extrato 

hidroalcoólico das cascas da Drymis winteri (Winteraceae), planta utihzada 

no Brasü para o tratamento da asma e da alergia, sobre as respostas contráteis 

induzidas por vários mediadores químicos envolvidos nos processos 

inflamatórios, nociceptivo na asma e na alergia, na musculatura hsa vascular e 

não vascular “in vitro”,

. 2 - Anahsar em diversas preparações de músculos Hsos isolados, as 

ações de algumas frações semipurificadas bem como de compostos isolados 

das cascas da Drymis winteri, com o objetivo de caracterizar o(s) princípio(s) 

ativo(s) responsável(is) pelo(s) efeitos analgésicos, antiinflamatórios e anti- 

alérgicos obtidos em estudos anteriores para o extrato hidroalcoólico desta 

planta.



3. MATERIAL E MÉTODOS

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 plásticas e em ambiente com temperatura controlada ciclo claro/escuro de 

12 h, com água e ração fornecidas ad libitum.

3.2 - Classificação Botânica

As cascas da Drymis winteri (Winteraceae) foram coletadas no município 

de Bom Retiro - SC, e a classificação botânica da espécie foi realizada pela 

professora Leila da Graça Amaral, do Departamento de Botânica da UPSC, 

Florianópolis. Uma excicata da planta foi depositada no Herbário FLOR do Horto 

Botânico da Universidade Federal de Santa Catarina, registrada sob o número 

26313.

3.3 - Análise Química

O estudo fitoquímico desta planta foi realizado no Laboratório de Produtos 

Naturais do Departamento de Química da UFSC, sendo coordenado pelo Prof 

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

secos durante dois dias à 40 - 50 °C em estufa e submetido à preparação dos



extratos. Foram obtidos dois extratos, denominados de A (para testes 

farmacológicos) e B ( para análise fitoquímica).

3.3.1 - Preparação do Extrato A (Extrato Hidroalcoólico)

O material vegetal foi macerado com uma mistura de etanol/água 1:1 

durante cerca de 10 dias à temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi 

filtrado e concentrado em evaporador rotatório sob pressão reduzida até a 

concentração de ± 30 %, sendo acondicionado em recipientes apropriados e 

mantidos sob baixa temperatura até a realização dos testes farmacológicos.
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3.3.2 - Preparação do extrato B (Extrato Metanólico)

O material vegetal foi macerado com metanol comercial durante cerca de 

10 dias à temperatura ambiente, filtrado e concentrado em evaporador rotatório 

sob pressão reduzida até cerca de 1/6 de seu volume inicial para obtenção do 

extrato metanólico bruto. A este extrato foi adicionado cerca de 50 % v/v de 

água destilada sendo posterionnente particionado sucessivamente com solventes 

de polaridades crescentes, como clorofórmio e acetato de etila, para obtenção dos 

respectivos extratos semipuros, conforme metodologia descrita anteriormente 

(Miguel, 1987; Cechinel Filho, 1995a). O extrato de clorofórmio foi submetido à 

cromatografía em coluna sobre sílica gel (Merck 60) eluido com uma mistura de 

hexano/acetato de etila, com aumento gradativo de polaridade (acetato de etila). 

Após reunião das frações similares, monitoradas por cromatografía em camada



delgada, e sucessivas cromatografía em colima, foi possível isolar e identificar 

quimicamente alguns compostos, como o poligodial e o l-P[p-metoxi- 

coumaroiloxi] poligodial. Alguns compostos isolados da Drymis winteri 

necessitam ainda ser identificados quimicamente, os testes fítoquímicos indicam 

que parecem tratar-se de sesquiterpenos (composto 3, 5 e 9).

Do extrato semipuro de acetato de etila foram isolados, por cromatografía 

em coluna, usando CHCI3 / MeOH como eluente com aumento gradativo da 

polaridade (MeOH), os flavonóides astilbina e taxifolin. Todos os compostos 

foram caracterizados a partir de dados espectroscópicos usuais (IV, RMN H e 

^^C) em comparação com aqueles descritos na literatura e através de 

cromatografía em camada delgada com amostras autênticas (poligodial, astilbina 

e taxifolin).

3.4 - Isolamento e Montagem das Preparações

3.4.1 - Traquéia de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabeça, 

seguido de secção das artérias carótidas. 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 e as preparações, com cerca de 8 - 10 mm de comprimento, foram 

montadas em cubas de vidro contendo 5 ml de solução nutritiva de Krebs- 

Henseileit com a seguinte composição (mM); NaCl 118,0; KCl 4,4; CaCli 2,5;

17



NaHCOs 25,0; MgS04 1,1; KH2PO4 1,2; e glicose 11,0; mantida à 37 °C 

através de banho circulante, pH 7,2 - 7,4, borbulhada com 5 % de CO2 e 95 % de

O2 . As preparações permaneceram em equilíbrio durante pelo menos 60 min 

antes da adição das drogas ao banlio, sob tensão basal de 1,0 g; sendo a solução 

nutriente renovada a cada 15 min. As alterações na tensão foram registradas por 

meio de transdutores de força F-60 acoplados a registrador Narco 40 (ambos da 

Narco Biosystems). As preparações foram montadas sem epitélio, sendo que a 

remoção foi feita com auxílio de algodão imerso na solução nutriente. A ausência 

do epitého foi confirmada pela falta de relaxamento à bradicinina (100 nM) em 

preparações sob tônus espontâneo (Schlemper e Calixto, 1994, 1995). Em todos 

os experimentos somente um agonista foi testado em cada preparação, e quando 

foram utilizados a substância P e análogos, todos os experimentos foram 

conduzidos em presença de captopril (3 |llM ) e fosforamidon (1 jiM), adicionados 

ao banlio 15 min antes da adição das drogas para prevenir a ação das peptidases.
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3.4.2 - Procedimento Experimental

Após 0 período de equilíbrio, foram construídas curvas concentração- 

respostas cumulativas á bradicinina (1 nM - 10 )jM), prostaglandina Ei (1 - 100 

nM), acetilcohna (1 nM - 1 mM), capsaicina (0,1 - 100 nM), substância P (0,1 

nM - 10 }iM), histamina (1 iiM - 1 mM), U 46619 (0,1 nM - 1 |jM) análogo 

estável do tromboxano A2 , composto 48/80 (1 - 100 )^g/ml), [p-ala *



neurocinina A (4-10) (1 nM -1 fiM), agonista seletivo para o receptor NK2 , 

substância P-metil éster (1 - 100 iiM) agonista seletivo para receptor NKi e 

senktide ( 1 - 1 0 0  nM), agonista seletivo para 0 receptor NK3 . Os experimentos 

foram conduzidos na ausência e na presença do extrato hidroalcoólico, frações 

semipurificadas ou de compostos isolados das cascas da Drymis winteri, 

adicionadas ao banho 20 min antes da obtenção das curvas concentração- 

resposta. Geralmente 2 a 3 curvas concentração-resposta completas foram 

obtidas para cada agonista em cada preparação com intervalo de 60 min entre 

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

captopril (3 |llM) para evitar sua degradação pelas cininases II.

3.4.3 - Traquéia de cobaia ativamente sensibilizada à ovalbumina

Cobaias de ambos os sexos foram sensibilizadas pela injeção 

intraperitoneal de 0,5 mi de solução salina 0,9%, contendo 10 )ug de ovalbumina, 

dispersa em 1 mg de hidróxido de alumínio. A injeção foi repetida 14 dias após e 

os animais foram sacrificados 7 a 10 dias depois da segunda injeção de 

ovalbumina (Andersson e Bergstrand, 1981; Pretolani et al., 1989). Após a 

remoção dos tecidos adjacentes, as preparações foram montadas em cubas de 

vidro contendo 5 ml de solução de Krebs-Henseileit (Schlemper e Calixto, 1995). 

Decorrido 0 período de equilíbrio de 60 min, as preparações foram contraídas 

cora a adição de carbacol (100 ^M), e após 30 min, as preparações foram lavadas
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várias vezes. Após o completo relaxamento foi adicionado ao banlio ovalbumina 

( 1 - 3  |Lig/ml) e a resposta contrátil foi analisada em várias períodos 2, 5, 10, 15, 

20, 25 e 30 min, após a adição da ovalbumina. A resposta contrátil á ovalbumina, 

foi obtida na presença ou na ausência do extrato hidroalcoólico, frações e dos 

compostos isolados da Drymis winteri pré-incubados 20 min. A resposta 

confrátil à ovalbumina, foi comparada como percentagem de contração máxima 

induzida pelo carbacol (100 jiiM).
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3.4.4 - Bexiga de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabeça, 

seguida de secção das artérias carótidas. A bexiga urinária foi isolada e 3 a 4 tiras 

de 10 a 12 mm de comprimento por 3 a 4 mm de largura foram obtidas de cada 

animal. As preparações foram montadas em cubas de vidro contendo 5 ml de 

solução nutritiva de Krebs-Henseileit com a seguinte composição (mM): NaCl 

118,0; KCl 4,4; CãCh 2,5; MgS04 1,1; NaHCOj 25,0; KH2 PO4 1,2 e glicose 

11,0; mantida á 37 °C, através de banlio circulante, pH 7,2 e 7,4; borbulhada com 

5% de CO2 e 95% de O2 . As preparações pennaneceram em equilíbrio durante 

60 min antes da adição das drogas ao banlio, sob tensão basal de 1,0 g; sendo a 

solução nutriente renovada a cada 15 min. As alterações na tensão foram 

regisfradas por meio de fransdutores de força F-60 acoplados a registrador Narco 

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

Decorrido o período de equilíbrio, foram obtidas curvas concentração- 

resposta cumulativas ao carbacol (10 iiM - 10 ^M), histamina ( 100 nM - 100 

^M), bradicinina ( 0,1 nM - 1 jiM) e substância P ( 0,1 nM - 1 juM). Os 

experimentos foram conduzidos na ausência ou na presença do extrato 

hidroalcoóhco das cascas da Drymis winteri (0,25 - 2 mg/ml), adicionado ao 

banho 20 min antes da realização das curvas concentração resposta aos agonistas. 

Gerahnente 2 a 3 curvas concentração-resposta foram obtidas para cada agonista 

em cada preparação com intervalo de 60 min entre cada curva. As respostas 

contráteis induzidas pela bradicinina foram obtidas na presença de captopril (3 

)jM), para evitar sua degradação pelas cininase II, e os experimentos com a 

substância P foram conduzidos na presença de captopril (3 |uM) e fosforamidon 

(1 }iM) para evitar a ação das peptidases. A resposta contrátil foi expressa em 

gramas de tensão.

3.4.6 - íleo de cobaia

Cobaias de ambos os sexos foram sacrificadas com pancada na cabeça e 

deslocamento cervical. As tiras do íleo de 10 a 20 mm de comprimento foram 

obtidas da porção situada 10 a 30 cm próximo a junção ileocecal. Com auxílio de 

uma pipeta de 10 ml, lavou-se a luz do segmento com 10 a 20 ml de solução



fisiológica de Krebs-Henseileit aquecida, e retirou-se os excessos de tecido 

adiposo e mesentérico. O segmento de íleo foi então dividido em fragmentos de 

aproximadamente 2 cm de comprimento. As preparações foram montadas em 

cubas de vidro contendo 5 ml de solução nutritiva de Krebs-Henseileit com a 

seguinte composição (mM): NaCl 118,0; KCl 4,4; CaCli 2,5; MgS04 1,1; 

NaHCOs 25,0; KH2PO4 0,9; e glicose 11,0; com pH de 7,2 - 7,4 e mantidas à 

37°C, afravés de banlio circulante (Calixto et al., 1984). As contrações isotônicas 

foram registradas em quimógrafo sob carga basal de 1,0 g. As preparações 

permaneceram em equilíbrio por pelo menos 60 min antes da adição de drogas, e 

a solução nutritiva foi renovada a cada 15 min.

3.4.7 - Procedimento experimental

Decorrido o período de equilíbrio, foram construídas curvas concentração- 

resposta cumulativas à acetilcolina (0,1 nM - 1 mM), bradicinina (0,1 iiM - 1 

jxM), e liistamina (1 nM - 10 jjM), na ausência ou na presença do extrato 

hidroalcoólico e dos compostos isolados das cascas da Drymis winteri, pré- 

incubados 20 min antes da curva concentração-resposta. Somente um agonista e 

de uma a três diferentes concentrações do extrato hidroalcoóhco ou dos 

compostos isolados foram testados em cada tecido. As respostas à bradicinina 

no íleo de cobaia foram obtidas na presença de captopril (1 juM) e atropina (0,1 

|liM) adicionada diretamente a solução fisiológica. Os resultados foram expressos
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como porcentagem da resposta máxima de cada agonista tomando-se como 100% 

a curva concentração-resposta controle (somente na presença do veículo).

3.4.8 - Útero 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 anúnaís foram 

sacrificados com pancada na cabeça 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 solução de De Jalon com a 

seguinte composição em (mM): NaCl 154,0; KCl 5,6; CaCl2 0,3; MgCl2 1,4; 

NaHCOs 1,7; e glicose 5,5; mantidas à 30°C através de banlio circulante. As 

contrações isotônicas foram registradas em quimógrafo sob tensão basal de 1,0 g 

e amplificação de 6 vezes.

3.4.9. Procedimento experimental

Após 0 período de equilíbrio de 30 - 40 min, foram construídas curvas 

concentração-resposta cumulativas (Van Rossum, 1963) à acetilcolina (100 iiM -

1 mM), bradicinina (0,1 iiM - 10 |uM), endotelina -1 (0,1 - 100 nM), ocitocina 

(0,4 - 400 nM) e ao CaCl2 (10 /iM - 10 mM) e curvas concentração-resposta 

simples à prostaglandina p2a ( l  nM - 10 )nM) e angiotensina II (0,1 nM - 1 jiM). 

As respostas foram obtidas na ausência ou na presença de diferentes



concentrações do extrato liidroalcoólico obtido das cascas da Drymis winteri (0,5

- 2 mg/ml) que foi pré-incubado por 20 min antes da adição dos agonistas. Os 

resultados foram expressos como percentagem da resposta máxima obtida para 

cada agonista na ausência do extrato.

3.5 - Veia porta de rato

Ratos Wistar machos foram sacrificados com pancada na cabeça seguido 

do deslocamento cervical. A veia porta foi isolada, fixada em suporte de aço e 

montada em cuba de 5 ml contendo solução de Krebs-Henseileit, com a seguinte 

composição (mM) 118,0; Kcl 4,4; MgS04 1,1; CaClj 2,5; NaHCOj 25,0; 

KH2PO4 1,2; ghcose 11,0, mantidas à 37 °C sob tensão basal de 0,5 g e pH 7,2 -

7,4, aeradas com mistura carbogênica contendo 95% de O2 e 5% de CO2. As 

preparações permaneceram em equilíbrio durante 60 min antes da adição das 

drogas ao banlio, sendo a solução nutritiva renovada a cada 15 min. As alterações 

na tensão basal foram registradas por meio de transdutores de força F- 60 

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

3.5.1 - Procedimento experimental

Após o período de equilíbrio, foram construídas curvas concentração- 

resposta cumulativas à bradicinina (0,1 iiM - 100 nM), U 46619 (10 nM - 1 pM), 

endotelina - 1 (1 - 100 nM) e substância P (1 iiM - 1 |uM), na ausência ou na 

presença do composto poligodial isolado das cascas da Drymis winteri.
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adicionado ao banho 20 min antes das curvas concentração-resposta aos 

agonistas testados. Além disso, foram analisadas as ações do extrato 

hidroalcoólico e do composto pohgodial isolado da Drymis winteri sobre a 

resposta contrátil causada pelo agonista seletivo para o receptor NK3 das 

taquicininas, 0 senktide (0,1 - 100 nM). Geralmente 1 a 3 curvas concentração- 

resposta foram obtidas para cada agonista por preparação, com intervalo de 

repouso de 60 min entre cada curva. As respostas contráteis induzidas pelo 

senktide e a substância P foram obtidas na presença de captopril (3 juM) e 

fosforamidon (1 juM), para evitar a ação das peptidases. A resposta contrátil foi 

expressa em gramas de tensão.
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3.6 - Drogas e reagentes

As drogas utilizada foram; iodeto de acetilcolina, hidrocloreto de 

liistamina, captopril, bradicinina, fosforamidon, cloridrato de carbacol, substância 

P, substância P metil-éster, prostaglandina E2 , U46619 (9,11 - dideóxi - 9a, 11a

- metanoepóxi prostaglandina Fi« ), composto 48/80, albumina bovina (grau V), 

estradiol benzoato, senktide, angiotensina II e ocitocina (todas obtidas da Sigma 

Chemical CO., St Louis, MO, USA). Prostaglandina Fi« (Enzaport F-Chinoin- 

Hungria), endotelina - 1 (Peptide Institute, Inc., Osaka, Japão), [p-ala^ 

neurocinina - A (4 -10) (Peninsula Laboratories, Belmont, California, USA), 

capsaicina (Calbiochem, San Diego, California, U.S.A), EGTA (etilenoglicol -



bis(p-amino-etü éter) N,N - tetra-àcido-acético), PBS (solução tampão-fosfato, 

concentração NaCl 137 mmol, KCl 2,7 rmnol e tampão fosfato 10 mmol). Os 

compostos da Drymis winteri foram obtidos no laboratório de Produtos Naturais 

do Departamento de Química da UFSC. Todos os produtos utilizados 

apresentaram alto grau de pureza ( > 95 %). Os demais reagentes e sais utilizados 

foram de alto grau de pureza analítica e de procedência Merck. As soluções 

estoques das drogas (1 - 100 mM) foram preparadas em água ou em solução de 

PBS, exceto a capsaicina que foi disolvida em etanol absoluto e foi mantida sob 

refrigeração á - 20 °C. A concentração fínal do etanol no banlio não excedeu 

0,03% e não afetava o tônus da preparação ou a confração induzida pelos 

agonistas.

3.7. Análise Estatística

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média, 

exceto as CE50 (concentração do agonista que produz 50% do efeito máximo em 

experimentos individuais) e as CI50 (concentração do extrato hidroalcoólico 

frações ou dos compostos que produziram 50% de inibição em relação aos 

grupos controle), que foram apresentadas como médias geométricas 

acompanhadas de seus respectivos intervalos de confiança a 95% (Fleming et al., 

1972).

A anáhse estatística dos resultados foi realizada afravés do teste “t” de 

Student para amostras relacionadas ou não, ou através da anáhse de variância
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seguido pelo teste de Dimnett, quaiido apropriado. P<0,05 ou menos foi 

considerado como indicativo de signifícância.

Quando apropriado os valores de pAi foram calculados como o logaritmo 

negativo (-Log g/ml) da concentração do extrato hidroalcoólico e frações e para 

os compostos puros (-Log M) que causaram deslocamento de 2 vezes à direita da 

curva concenfração-resposta aos agonistas, ao nível da CE50 (Arunlakshana e 

Schild, 1950, Kenakin, 1993).
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4. RESULTADOS

4.1 - Efeito do extrato hidroalcoólico da Drymis winteri sobre as 

contrações induzidas por diferentes agonistas no íleo isolado de cobaia.

Os resultados da figura 3 (A, B, e C), demonstram que a pré-incubação do 

extrato hidroalcoólico das cascas da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) por 20 min, 

causou antagonismo do tipo não-competitivo caracterizado por redução 

progressiva da resposta máxima associado com deslocamento à direita das 

curvas concentração-respostas induzidas pela acetilcolina (0,1 nM - 100 |u,M), 

histamina (1 nM - 1 |J.M) e bradicinina (0,1 nM - 1 |J.M). As CI50 médias 

calculadas para 0 extrato hidroalcoólico (com limite de confiança 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 ações do extrato hidroalcoólico das cascas da Drymis 

winteri, foram totalmente revertidas após várias lavagens das preparações com 

líquido nutriente (resultados não apresentados)
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Figura 3: Curvas concentração-respostas obtidas para a acetilcolina (A), 
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na presença do extrato hidroalcoólico da Drymis winteri. Cada ponto 
representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam 
os erros padrão das médias.



4.2 - Efeito do extrato hidroalcoólico da Drymis winteri sobre as contrações 

induzidas por diferentes agonistas no útero isolado de rata.

A pré-incubação do extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) 

por 20 min, também antagonizou de maneira não competitiva mas de forma 

concentração-dependente as respostas contráteis induzidas pela acetilcolina (100 nM - 

100 p-M), bradicinina (0,1 nM - 10 jj,M) e prostaglandina p2a (1 nM - 10 pM) no útero 

isolado de rata, (figura 4 A, B, e C). As CI50 médias calculadas para o extrato 

hidroalcoólico áa. 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 relação as contrações induzidas pela acetilcolina, bradicinina e 

prostaglandina p2a , respectivamente. Além disso, o extrato hidroalcoólico da Drymis 

winteri antagonizou de forma não competitiva e de maneira concentração-dependente 

as respostas contráteis induzidas pela endotelina - 1 (0,1 - 100 nM), angiotensina II 

(0,1 nM - 1 pM) e ocitocina (0,4 - 4000 nM). Os valores das CI50 médias para 0 

extrato hidroalcoólico 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 5 A, B, e C). Por outro lado, o extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) também causou deslocamento à 

direita da resposta contrátil ao CaCl2 (10 pM - 10 mM) acompanhado de pequena 

redução das respostas máximas, (figura 5 D). Todas as ações do extrato hidroalcoólico 

das cascas da Drymis winteri, foram revertidas após várias lavagens das preparações 

com líquido nutriente (resultados não apresentados).
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médias.



4.3 - Efeito do extrato hidroalcoólico da Drymis winteri soDre as contrações 

induzidas por diferentes agonistas na bexiga isolada de cobaia.

A incubação das preparações com o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (1

- 2 mg/ml) por 20 min, não interferiu com a resposta contrátil induzida pelo carbacol 

(10 nM - 10 |j.M), (figura 6 A). Os valores das CE50 para o carbacol foram 0,17 (0,12 - 

0,25), 0,35 (0,19 - 0,48) e 0,50 (0,23 - 0,76) |iM, respectivamente na ausência e na 

presença de 1 e 2 mg/mi do extrato hidroalcoólico. Porém, o extrato hidroalcoólico da 

Drymis winteri (2 mg/ml) causou deslocamento parcial, porém significativo à direita 

da curva concentração-resposta induzida pela histamina (100 nM - 100 uM) (figura 6 

B). Os valores das CE50 calculados para a histamina foram: 15,20 (3,60 - 65,00) fiM na 

ausência e 39,80 (18,00 - 52,00) fiM na presença do extrato hidroalcoólico das cascas 

da Drymis winteri. Por outro lado, observa-se também na figura 6 (C) que o extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri (0,25 - 0,50 mg/ml) inibiu significativamente a 

resposta contrátil à bradicinina (0,1 nM - 1 juM), com CI50 < 0,50 mg/ml. Pode ser 

observado ainda na figura 6 (D), que o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 -

2 mg/ml) inibiu de forma significativa a curva concentração-resposta induzida pela 

substância P, sendo que o valor calculado da CI50 média foi de 1,05 (0,34 - 1,87) 

mg/ml e inibição máxima de 80 ± 4 %. As ações do extrato hidroalcoólico das cascas 

da. Drymis winteri, foram revertidas após várias lavagens das preparações com líquido 

nutriente (resultados não apresentados).
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4.4 - Efeito do. extrato hidroalcoólico da Drymis winteri sobre as 

contrações induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia e na 

veia porta de rato.

35

A pré-incubação das preparações com o extrato hidroalcoólico da Drymis 

winteri (0,125 - 0,5 mg/ml) inibiu de forma significativa mas independente da 

concentração usada, a resposta contrátil induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 

jiM), (figura 7 A). A CI50 média foi de 0,33 (0,12 - 0,54) mg/ml com inibição 

máxima de 75 ± 3 %. Os resultados da figura 7 (B) e os dados da tabela 1 

mostram que o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) causou 

deslocamento à direita da curva concentração-resposta à prostaglandina £ 2 ( 1 - 

100 nM) associado com progressiva inibição da resposta máxima. O valor 

calculado da CI50 para o extrato foi de 1,63 (0,60 - 2,58) mg/ml e inibição 

máxima de 65 ± 4%. Porém, os resultados da figura 7 ( C ) e os dados da tabela

1 demonstram que o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri ( 1 - 2  mg/ml) 

produziu deslocamento à direita de maneira aparentemente competitiva em 

relação a resposta contrátil induzida pelo análogo estável do tromboxano A2 o 

U 46619 (0,1 nM - 1 jiiM), com valor estimado de pA2 (-Log g/ml) de 3,21 ± 

0,03. Pode ser ainda observado na figura 7 (D) e na tabela 1, que o extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri (0,25 - 0,5 mg/ml) causou deslocamento à



direita sem interferir com a resposta máxima da contração induzida pelo 

composto 48/80 (1 - 100 jo-g/ml).

Os resultados da figura 8 (A e B) e os dados da tabela 1 mostram que o 

extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 - 2 mg/ml) causou deslocamento 

concentração-dependente à direita da resposta contrátil à pela substância P (0,1 

nM - 1 |J.M) e à [|3-ala* ] neurocinina A (4 - 10) (1 nM - 1 |iM), com 

característica de antagonismo competitivo. Os valores médios de pA2 (-Log 

g/ml) calculados foram: 3,84 ± 0,06 e 3,05 ± 0,13, respectivamente. No entanto, 

o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri ( 2 mg/ml) não interferiu com a 

contração induzida pelo agonista seletivo do receptor do tipo NKi, a substância 

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 hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5

- 2 mg/ml) causou inibição parcial, mas significativa (44 ± 6%) da resposta 

contrátil à capsaicina (0,1 - 10 nM) na traquéia isolada de cobaia. Além disso, o 

extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (2 mg/ml) causou deslocamento 

parcial à direita, mas de maneira significante da curva concentração-resposta à 

histamina (1 nM - 1000 |J,M), sem afetar contudo, a contração induzida pela 

acetilcolina (1 nM - 1000 |j,M) (figura 9 A e B e tabela 1).

Por outro lado, o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri (0,5 - 2 

mg/ml), inibiu de forma concentração e tempo-dependentes a contração 

induzida pela ovalbumina nas traquéias de cobaias obtidas de animais
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ativamente sensibilizados a esse antígeno. O valor médio da CI50 para o extrato 

em inibir a resposta à ovalbumina foi de 0,92 (0,35 - 1,24) mg/ml, (figura 10).

Quando testado na veia porta isolada de rato, o extrato hidroalcoólico da 

Drymis winteri (0,5 mg/ml), causou inibição significativa da curva- 

concentração resposta contrátil induzida pelo agonista seletivo do receptor NK3 

o senktide (1 - 100 nM); com percentual de inibição de 64 ± 3 %, (figura 11). 

As ações do extrato hidroalcoólico foram revertidas nestas preparações após 

várias lavagens com líquido nutriente (resultados não apresentados).
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4.5 - Efeito das frações semipurificadas obtidas do extrato da Drymis 

winteri sobre as contrações induzidas por diferentes agonistas na traquéia 

de cobaia.

4.5.1 - Fração aquosa

Como pode ser observado na figura 12 (A) a fi-ação aquosa obtida das 

cascas da Drymis winteri (20 - 80 p,g/ml), causou inibição parcial da resposta 

contrátil induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 |iM). As CE50 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 ausência e na presença 

20, 40 e 80 |Lig/ml da fi*ação aquosa. Porém, a pré-incubação das preparações 

com a fração aquosa (20 - 80 |Lig/ml) determinou deslocamento à direita da 

curva concentração-resposta induzida pela substância P (0,1 nM - 1 juM), sem 

interferir contudo, com a resposta máxima, caracterizando um antagonismo do 

tipo competitivo, com valor estimado de pA2 (- Log g/ml) 4,80 ± 0,04 (figura 12 

B). As ações da fração aquosa obtida das cascas da Drymis winteri, foram 

revertidas após várias lavagens das preparações com líquido nutriente 

(resultados não apresentados).

Quando a fração aquosa da Drymis winteri (20 - 80 M-g/ml) foi pré- 

incubada por 20 min na traquéia cujos animais haviam sido previamente 

sensibilizados à ovalbumina, foi observado inibição concentração e tempo- 

dependente da resposta contrátil à ovalbumina, com CI50 média de 58,73 (39,40

- 61,10) |J.g/ml, (figura 13).
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4.5.2 - Fração acetato de etila

A fração acetato de etila obtida do extrato da Drymis winteri (20 - 80 

|Lig/ml) causou deslocamento parcial à direita da curva concentração-resposta 

induzida pela histamina (1 nM - 100 |liM), (figura 14 A). As CE50 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) |liM, respectivamente na ausência e na presença de 20, 40 e 80 

|LLg/ml da fração acetato de etila. A figura 14 (B) mostra que a fração acetato de 

etila, também causou pequeno deslocamento à direita da contração à 

acetilcolina (10 nM - 1 mM). As CE50 médias calculadas para à 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 ausência e na presença de 20, 40 e 80 |LXg/ml da 

fração acetato de etila. Por outro lado, a figura 14 (C) mostra que esta fração 

inibiu de maneira concentração-dependente a contração induzida pela 

bradicinina (0,1 nM - 1 |J.M). O valor da CI50 foi de: 68,30 (58,30 - 77,80) 

|ig/ml e o percentual de inibição foi de 57 ± 3 %. Esses efeitos foram revertidos 

após várias lavagens das preparações com líquido nutriente (resultados não 

apresentados)

Os resultados da figura 15 mostram que a fração acetato de etila (80 

ji,g/ml), não foi capaz de inibir de forma significativa com a resposta contrátil 

induzida pela ovalbumina na traquéia de cobaia de animais sensibilizados ao 

antigeno.
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Figura 14; Curvas concentração-respostas obtidas para a liistamina (A), 
acetilcolina (B) e bradicinina (C) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, 
na ausência ou na presença da fração acetato de etila obtida da Drymis 
winteri. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras 
verticais indicam os erros padrão das médias.
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Figura 15: Resposta contrátil tempo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
ativamente sensibilizados ao antígeno. Respostas obtidas na 
ausência ou na presença da fração acetato de etila da Drymis 
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4.5.3 - Fração clorofórmica

A pré-incubação das preparações de traquéia de cobaia por 20 min com a 

fração clorofórmica (80 ^g/ml), não interferiu de forma significativa com a curva 

concentração-resposta à histamina (100 nM - 1 mM). As CE50 médias foram de 1,06 

(0,53 - 1,84) na ausência e 2,80 (1,98 - 3,97) )j.M na presença da fração clorofórmica 

obtida da Drymis winteri, (figura 16 A). Por outro lado, a fração clorofórmica (20 - 80 

|ug/ml) inibiu de maneira significativa a resposta máxima da curva concentração- 

resposta induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 p.M), com CI50 de 28,60 (25,00 - 32,00) 

fig/ml e inibição máxima de 65 ± 5%, (figura 16 B). Porém, observa-se na figura 16 ( 

C ) que a fração clorofórmica (40 e 80 |^g/ml) causou pequena inibição da curva 

concentração-resposta induzida pela substância P (0,1 nM - 1 |aM). As CE50 para a 

substância 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 para 40 e 80 p.g/ml da fração 

clorofórmica na traquéia de cobaia. Esses efeitos foram revertidos após lavagem das 

preparações (resultados não apresentados).

Quando a fração clorofórmica (20 - 80 |J.g/ml) foi testada na traquéia de cobaia 

obtida de animais que haviam sido ativamente sensibilizados à ovalbumina, foi 

observado inibição significativa e concentração dependente da contração induzida pela 

ovalbumina, com CI50 média de 55,72 (29,80 - 84,60) fig/ml, (figura 17).
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Figura 17: Resposta contrátil tempo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
ativamente sensibilizados ao antígeno. Respostas obtidas na ausência 
ou na presença da fração clorofórmica da Drymis winteri. Cada ponto 
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os erros padrão das médias.



4.6 - Efeito da astilbina isolada da Drymis winteri sobre as contrações 

induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia.

53

Os resultados da figura 18 (A) mostram que a astilbina (178 - 222 |liM )  

pré-incubada com as preparações durante 20 min, não interferiu com a curva 

concentração-resposta induzida pela acetilcolina (1 nM - 100 |j,M). As CE50 

médias para a acetilcolina foram: 1,08 (0,60 - 1,90), 1,99 (0,95 - 2,90) e 3,23 

(1,71 - 4,74) |o,M, respectivamente na ausência e na presença de 178 e 222 |liM 

do composto. No entanto, a astilbina (222 |uM) causou inibição significativa da 

resposta contrátil induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 jiM), com inibição 

máxima de 45 ± 4 %; (figura 18 B). As ações da astilbina foram totalmente 

revertidas após várias lavagens das preparações com líquido nutriente 

(resultados não apresentados). Ao contrário do que foi observado para o extrato 

hidroalcoólico e das frações obtidas das cascas da Drymis winteri, a astilbina 

(222 |liM) não causou inibição significativa da contração induzida pela 

ovalbumina na traquéia de cobaia sensibilizada à ovalbumina, (figura 19).
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Figura 19: Resposta contrátil tennpo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
ativamente sensibilizados ao antígeno. Respostas obtidas na 
ausência ou na presença da astilbina. Cada ponto representa a 
média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros 
padrão das médias.



4.7 - Efeito do taxifolin isolado da Drymis winteri sobre as contrações 

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

56

Os resultados da figura 20 (A) demonstram que o taxifolin (61 - 488 

|j,M), causou inibição concentração-dependente sobrè a contração induzida pela 

acetilcolina (0,1 nM - 1 |o,M) no ileo isolado de cobaia. O valor calculado para a 

CI50 foi de 416,00 (390,00 - 445,00) |j,M. Porém, o taxifolin (122 - 488 |liM )  

causou inibição parcial da curva concentração-resposta induzida pela histamina 

(0,1 nM - 1 [J,M) no ileo de cobaia (figura 20 B). As CE50 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 ausência e na 

presença de 122, 244 e 488 |liM  do composto.

A figura 21 mostra que a pré-incubação das preparações com o taxifolin 

(305 m,M), não resultou em inibição significativa da resposta contrátil à 

ovalbumina na traquéia de cobaia de animais previamente sensibilizados ao 

antigeno.
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Figura 21; Resposta contrátil tempo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
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ausência ou na presença do taxifolin. Cada ponto representa a média 
de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padrão 
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4.8 - Efeito do composto 3 isolado da Drymis winteri sobre as 

contrações induzidas por diferentes agonistas na traquéia de cobaia.

59

A incubação das preparações com o composto 3 (sesquiterpeno ainda não 

identificado) (40 - 80 jug/ml) isolado da Drymis winteri, causou inibição de 

maneira concentração-dependente da contração induzida pela bradicinina (0,1 

nM - 1 jO-M) com inibição máxima de 65 ± 8 %, (figura 22 A). Já em relação a 

substância P (0,1 nM - 1 |liM) o composto 3 (20 - 80 jig/ml) causou pequena 

inibição da resposta contrátil (figura 22 B). As CE50 médias calculadas para a 

substância P foram; controle 31,60 (29,20 - 37,30), e 158,00 (139,00 - 180,00),

207,00 (187,00 - 230,00) e 316,00 (255,00 - 370,00) nM, respectivamente na 

presença de 20, 40 e 80 |J,g/ml do composto 3. Esses efeitos foram revertidos 

após lavagem das preparações com líquido nutriente (resultados não 

apresentados).

Por outro lado, o composto 3 também causou inibição parcial, mas 

significativa da contração induzida pela ovalbumina na traquéia de cobaia 

obtida de animais previamente sensibilizados ao antígeno, (figura 23).



60

B

O)

O
<
ü
<
CC

0 .8  1

0.4

O  0.2 
O

0

o CONTROLE 

□ 40 pg/ml 

■ 80 /jg/ml

10 9 8 7 6 

BRADICININA [-LOG M]

1.2

0.9 -

0.6 -

0.3

0

o CONTROLE 
•  20 pg/ml 
o 40 pg/ml 
■ 80 pg/ml

10 9 8 7 6 
SUBSTANCIA P I-LOG M]

Figura 22: Curvas concentração-respostas obtidas para a 
bradicinina (A) e substância P (B) na traquéia isolada de cobaia 
sem epitélio, na ausência ou na presença do composto 3. Cada 
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras 
verticais indicam os erros padrão das médias.
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Figura 23: Resposta contrátil tempo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
ativamente sensibilizados ao antigeno. Respostas obtidas na ausência 
ou na presença do composto 3 Cada ponto representa a média de 4 a 
6 experimentos e as barras verticais indicam os erros padrão das 
médias.



4.9 - Efeito do composto 5 isolado da Drymis winteri sobre as 

contrações induzidas por diferentes agonistas no ileo e na traquéia de 

cobaia.

A figura 24 (A) demonstra que o composto 5 (sesquiterpeno ainda não 

identificado) isolado das cascas da Drymis winteri (2,5 - 10,0 ]Lig/ml) causou 

deslocamento à direita da curva concentração-resposta induzida pela 

acetilcolina (0,1 nM - 10 |liM), no ileo isolado de cobaia com característica de 

antagonismo não competitivo. A CI50 média foi de 6,20 (2,90 - 9,40) )i,g/ml com 

inibição máxima de 55 ± 8 %. Na figura 24 (B) pode ser observado que o 

composto 5 (2,5 - 10 |^g/ml), causou inibição de forma concentração- 

dependente da contração induzida pela bradicinina (0,1 nM - 1 |j.M) no ileo 

isolado de cobaia. A CI50 média foi de 5,10 (1,70 - 8,90) |J.g/ml, com inibição 

máxima de 61 ± 12 %. Já a figura 25 (A) mostra que o composto 5 (5 - 20 

|j.g/ml) causou pequena, porem significativa inibição da contração induzida pela 

substância P (10 pM - 1 p,M) na traquéia de cobaia. As CE50 calculadas para a 

substância P foram : 7,94 (2,81 - 14,50), 39,80 (21,20 - 60,50) e 501,00 (484,00

- 512,00) nM, respectivamente na ausência e na presença de 5 e 10 |Lig/ml do 

composto. Os efeitos do composto 5 foram totalmente revertidos após várias 

lavagens das preparações com líquido nutriente (resultados não apresentados).
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Figura 24; Curvas concentração-respostas obtidas para a acetilcolina (A) 
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5.0 - Efeito do composto 9 isolado da Drymis winteri sobre as 

contrações induzidas por diferentes agonistas no íleo e na traquéia de 

cobaia.

65

Os resultados da figura 26 (A e B) mostram que o composto 9 

(sesquiterpeno ainda não identificado) isolado da Drymis winteri (5 - 20 

|j.g/ml), causou deslocamento à direita associado com inibição da resposta 

contrátil à acetilcolina (0,1 nM - 10 |j,M) e à bradicinina (0,1 nM - 1 |liM ) no 

íleo isolado de cobaia. Os valores das CI50 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 fj,g/ml), causou inibição de forma significativa das respostas contráteis à 

bradicinina (10 pM - 1 juM) na traquéia isolada de cobaia, com CI50 média de 

14,74 (11,61 - 17,87) |Lig/ml. No entanto, na figura 27 (B), observa-se que o 

composto 9 (10 - 40 M-g/ml), causou pequena inibição sobre a resposta contrátil 

induzida pela substância P (10 pm - 1 |aM). As CE50 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 ausência e na presença de 10, 20 e 40 fig/ml do 

composto.
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Figura 26: Curvas concentração-respostas obtidas para a acetilcolina (A) 
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e substância P (B) na traquéia isolado de cobaia sem epitélio, na 
ausência ou na presença do composto 9. Cada ponto representa a 
média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais indicam os erros 
padrão das médias.



5.1 - Efeito do composto l-p-[P-metoxi-coumaroiloxi] poligodial 

isolado da Drymis winteri sobre as contrações induzidas por diferentes 

agonistas na traquéia de cobaia.

68

A figura 28 (A) mostra que o composto caracterizado como sendo o 1-P- 

[P-metoxi-coumaroiloxi] poligodial (20 80 |^g/ml) causou inibição significativa 

e de forma concentração-dependente da resposta contrátil à bradicinina (0,1 nM

- 1 î xM) na traquéia de cobaia. A CI50 média calculada para esse composto foi 

de 30,30 (23,30 - 37,20) )iM. Porém, o composto l-(3-[P-metoxi-coumaroiloxi] 

poligodial, não interferiu com a resposta contrátil induzida pela substância P 

(0,1 nM - 1 |liM) nesta preparação. As CE50 médias para a substância P foram: 

controle 29,06 (12,20 - 49,70) e 66,27 (33,30 - 102,00) nM, na presença de 80 

jig/ml do composto, (figura 28 B).

Já na preparação obtida de animais previamente sensibilizados à 

ovalbumina, o composto l-(3-[P-metoxi-coumaroiloxi] poligodial (40 - 80 

|o,g/ml), causou inibição concentração e tempo-dependente da resposta contrátil 

induzida pela ovalbumina, com inibição máxima de 55 ± 7% (figura 29).
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Figura 28: Curvas concentração-respostas obtidas para a bradicinina (A) 
e substância P (B) na traquéia isolada de cobaia sem epitélio, na 
ausência ou na presença do composto 1-p-[p-metoxi-coumaroiloxi] 
poligodial. Cada ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as 
barras verticais indicam os erros padrão das médias.
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Figura 29: Resposta contrátil tempo-dependente induzida pela 
ovalbumina na traquéia isolada de cobaia com epitélio de animais 
ativamente sensibilizados ao antígeno. Respostas obtidas na ausência 
ou na presença do composto 1-p-[p-metoxi-coumaroiloxi] poligodial. Cada 
ponto representa a média de 4 a 6 experimentos e as barras verticais 
indicam os erros padrão das médias.



5.2 - Efeito do composto poligodial isolado da Drymis winteri sobre as 

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

5.2.1 - íleo isolado de cobaia

Os resultados da figura 30 (A, B, e C) mostram que a incubação prévia das 

preparações com o poligodial (5 - 128 |j,M) causou deslocamento à direita da curva 

concentração-resposta à acetilcolina, histamina (1 nM - 10 juM) e para a bradicinina 

(0,1 nM - 1 jiM), associado com inibição da resposta máxima. As CI50 médias foram 

de 87,00 (72,30 - 99,40), 41,63 (30,80 - 52,60) e 13,25 (4,50 - 22,00) îM, 

respectivamente. Esses efeitos foram revertidos após várias lavagens das preparações 

com líquido nutriente (resultados não apresentados).

5.2.2 - Traquéia isolada de cobaia

A pré-incubação das preparações com o poligodial (171 - 342 |uM), causou 

inibição parcial, mas de forma significativa da curva concentração-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 fiM), inibiu a 

curva concentração-resposta induzida pela bradicinina (10 pM - 1 |j.M), embora essa 

inibição não tenha sido de forma concentração-dependente. Já na figura 31 (C e D), 

pode ser observado que o composto poligodial (10 - 342 p.M) causou inibição de 

forma significativa e concentração-dependente da curva concentração-resposta 

induzida pelo composto 48/80 (1 - 1000 M-g/ml) e pelo análogo estável do
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trombaxano A2, U 46619 (0,1 nM - 1 |liM). O valor médio das CI50 foram:

318,00 (285,00 - 323,00) e 30,00 (17,00 - 39,00) juM, respectivamente. 

Podemos também observar que o composto poligodial (20 - 80 |j,M), causou 

deslocamento à direita da curva concentração-resposta induzida pela substância 

P (10 pM - 1 |J.M), sem interferir com a sua resposta máxima, com característica 

de antagonismo do tipo competitivo. O valor médio de pA2 (-Log M) foi de 4,41 

± 0,03 (figura 32 A e tabela 2). Porém, o poligodial (342 |j,M) não interferiu de 

modo significativo com a contração induzida pela substância P - metil ester (0,1 

nM - 1 }aM); (figura 32 B e tabela 2). Por outro lado, a pré-incubação das 

preparações com o poligodial (5 - 20 |liM) causou inibição significativa e de 

modo concentração-dependente da curva concentração-resposta induzida pelo

g

agonista seletivo do receptor NK2 para as taquicininas, a [P-ala ] neurocinina A 

(4 -10) (0,1 nM - 1 |liM ) ( figura 32 C) e tabela 2. Como já descrito, as ações do 

poligodial das cascas da Drymis winteri, foram totalmente revertidas após 

várias lavagens das preparações com líquido nutriente (resultados não 

apresentados).

Já na traquéia de cobaia obtida de animais ativamente sensibilizados á 

ovalbumina, o poligodial (30 - 40 |iM), causou inibição significativa da 

resposta contrátil induzida pela ovalbumina na traquéia de animais 

sensibilizados ao antigeno, com inibição máxima de 96 ± 7% (figura 33).
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5.2.3 - Veia porta isolada de rato

Na veia porta isolada de rato a pré-incubação do composto poligodial (21

- 84 |liM ), inibiu significativamente e de maneira não competitiva a curva 

concentração-resposta à bradicinina (0,1 - 100 nM) com CI50 de 58 (46 - 72) p,M 

e inibição máxima de 86 ± 4%; (figura 34 A). Podemos observar na figura 34

(B) que o composto poligodial (21 - 84 |j,M) causou inibição de modo 

concentração-dependente da resposta contrátil causada pelo U 46619 (10 nM - 1 

jiM), com CI50 de 73,00 (62,00 - 81,00) jíM. Além disso, o poligodial (85 - 342 

|j,M) inibiu significativamente a resposta contrátil causada pela endotelina -1(1 

nM - 100 nM) com CI50 de 303 (288 - 320) |j,M e inibição máxima de 92 ± 3%; 

(figura 32 C). Os resultados da fígura 34 (D) mostram que o poligodial ( 4 - 1 7  

|o,M) deslocou á direita à curva concentração-resposta induzida pela substância 

P, associada com a inibição da resposta máxima, com CI50 média de 9,00 (4,90

- 14,30) |liM e inibição máxima de 86 ± 2%. Por outro lado, o poligodial (0,4 

|liM) causou inibição significativa da curva concentração-resposta induzida pelo 

senktide (1 - 100 nM), com percentual de inibição de 56 ± 3%; (figura 34 E). As 

ações inibitórias do poligodial foram revertidas após lavagens das preparações 

com líquido nutriente (resultados não apresentados).
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5 - DISCUSSÃO

Extrato Hidroalcoólico

A iníusão obtida das cascas da Drymis winteri (Winteraceae), planta 

nativa da região Sul do Brasil e de alguns países sula-mericaiios, é utilizada no 

Sul do Brasil para o tratamento de várias patologias, incluindo entre elas a asma 

brônquica, doenças alérgicas e também como antiespasmódica, antidiarréica entre 

outras (Morton, 1981; Simões et al., 1986).

Em trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratório, foi 

demonstrado que o extrato liidroalcoólico obtidos de suas cascas apresentou 

duradoura ação antiedematogênica tanto quando administrado por via 

intraperitoneal como por via oral, em relação aos edemas induzidos por vários 

mediadores químicos que reconhecidamente participam dos processos 

inflamatórios, bem como da alergia e da asma, além de irritantes como a 

carragenina e a dextrana (Tratsk et al., 1995). Assim, foi verificado que o pré- 

tratamento dos animais com o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri inibiu de 

maneira dose e tempo dependentes os edemas causados pela bradicinina, 

substância P, PAF acéter, carragenina, dextrana, mas foi menos ativo em inibir o 

edema causado pela prostaglandina Ei e inativo em relação ao edema induzido 

pela histamina. Além disso, nas mesmas doses o extrato hidroalcoólico das 

cascas da Drymis winteri, como a dexametasona, foi capaz de prevenir de



maneira dose e tempo dependentes o edema alérgico, bem como a morte causada 

pela injeção de ovalbumina nos animais que haviam sido ativamente 

sensibilizados com esse antígeno (Tratsk et al., 1995).

Em outro estudo, demonstramos também que o extrato hidroalcoólico da 

Drymis winteri apresentou ação antinociceptiva duradoura em camundongos, 

tanto quando foi administrado por via intraperitoneal como por via oral em 

diferentes modelos de nocicepção, incluindo a dor neurogênica causada pela 

formalina e a capsaicina (Matta et al., 1994). Como observado no edema de pata, 

as ações antinociceptivas do extrato desta planta foram de longa duração (até 8 h) 

após sua administração. Mais recentemente (resultados não pubhcados), 

demonstramos que o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri, administrado por 

via oral, foi capaz de reverter de maneira dose-dependente a hiperalgesia causada 

pela injeção subpiantar de bradicinina e substância P em ratos. Analisados em 

conjunto, esses resultados parecem confirmar pelo menos em parte, o uso 

medicinal dessa planta mencionado na medicina popular e mostram também a 

existência de princípio(s) atívo(s) com interessante potencial medicinal para o 

desenvolvimento de novos drogas e/ou fitoterápicos de interesse para o 

tratamento da dor, inflamações e de doenças alérgicas e na asma.

No presente estudo procurou-se, numa primeira etapa, analisar as ações do 

extrato hidroalcoólico da Drymis winteri sobre as respostas contráteis para 

alguns mediadores químicos que reconhecidamente participam dos processos 

inflamatórios, na dor, na asma e na alergia, em vários músculos 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 inflamação. Por exemplo, quando o 

extrato hidroalcoólico da Drymis winteri foi testado no íleo isolado de cobaia foi 

observado antagonismo do tipo não competitivo e proporcional à concentração 

empregada em relação às respostas contrateis causadas pela acetilcolina, 

histamina e bradicinina. Contudo, as CI50 calculadas para o extrato não diferiram 

estatisticamente em fimção do neurotransmissor usado. Além disso, o extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri causou deslocamento importante à direita das 

respostas contráteis para esses mediadores, sugerindo talvez alguma interação de 

seus princípio(s) ativo(s) com os receptores para essas substâncias. Resultados 

semelhantes foram observados para o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri 

no útero isolado de rato. Nessa preparação as respostas contráteis causadas pela 

acetilcolina, bradicinina, prostaglandina Fia, endodelina-1, angiotensina II e 

ocitocina foram também antagonizadas aparentemente através de antagonismo 

não competitivo, associado em alguns casos com marcado deslocamento à direita 

das curvas concentração respostas aos agonistas.

Com 0 objetivo de estender esses achados, foram realizados experimentos 

semelhantes para o extrato na bexiga isolada de cobaia estimulada por diversos 

mediadores químicos envolvidos nos processos alérgicos, asma, inflamação e 

nocicepção. Uma característica interessante para a escolha desta preparação de 

músculo liso em relação ao útero de rata e ao íleo de cobaia é sua maior 

dependência da mobilização de cálcio intracelular para a contração dos
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neurotransmissores estudados (Bhat et al., 1989; Yoshida et a l , 1992; Maggi et 

ai, 1989; Lowe e Noronha-Blob, 1991; Elliot et al., 1992; Perls, 1976; Forster e 

Ramage, 1981). Dessa forma, o uso dessa preparação poderia evidenciar uma 

possível ação seletiva dos princípios ativos presentes nas cascas da Drymis 

winteri sobre as respostas aos agonistas estudados. De fato, os resultados obtidos 

neste modelo experimental indicam uma ação bastante seletiva do extrato em 

inibir as respostas contráteis à substância P e à bradicinina, quando comparado 

com as respostas à histamina e ao carbacol. Por outro lado, os efeitos da 

bradicinina, taquicininas nos processos inflamatórios 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 

estimulação dos nervos sensíveis à capsaicina, os quais regulam as ramificações 

aferentes dos reflexos da micção na bexiga urinária de cobaia. Isto pode ocorrer 

pela estimulação direta dos nervos sensoriais ou pela via de produção de 

prostanóides (Maggi et al., 1987b, 1991a,b). Dados descritos na literatura 

também indicam a existência de receptores específicos do tipo B2 para a 

bradicinina (Maggi et al., 1987b; Calixto, 1995; Dray e Perkins, 1993; Hall, 

1992; Farmer e Burch, 1992) e dos subtipos NKi e NK2 (Maggi et al., 1986, 

1987a, 1991b; Dias et al., 1995) para a substância P nessa preparação. As 

taquicininas liberadas localmente aumentam a contração da bexiga pela ação 

direta nas células musculares envolvendo a liberação de acetilcolina pelos 

neurônios parassimpáticos (Shirakaw^a et al., 1989), e também facilitam os
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reflexos da micção. Além disso, localmente a liberação das taquicininas pode 

causar resposta inflamatória (Lundberg et al., 1984a; Maggi et al., 1987a; Abelli 

et al., 1989). Considerando que ambos os peptídeos estão intimamente 

relacionados com a mediação dos processos inflamatórios, alérgicos e na 

nocicepção, esses resultados confirmam e também estendem as observações 

descritas em nosso laboratório para o extrato da Drymis winteri.

A partir desses resultados iniciais e também baseados nos estudos 

realizados “in vivo” com o extrato hidroalcoólico da Drymis winteri, optou-se 

também por mellior caracterizar as ações do extrato hidroalcoólico, e 

posteriormente das fi-ações semipurificadas e de alguns compostos isolados desta 

planta na traquéia de cobaia “in vitro”. A escolha dessa preparação foi baseada 

na existência de uma vasta bibhografía sobre as ações dos vários mediadores 

químicos que participam da asma, alergia, mflamação, nocicepção nesse tecido, 

especialmente dos neuropeptídeos envolvidos na dor e na inflamação 

neurogênica, como a bradicinina e a substância P (Banies, 1992a; Regoh et a l, 

1994; Bertrand e Geppetti, 1996). Além disso, a traquéia recebe inervação do 

sistema simpático, parassimpático, e sensorial (Richardson, 1979), e é ricamente 

inervada por fibras contendo vários peptídeos, como neuropeptídio Y, peptídeo 

vasoativo, peptídeos histidina-isoleucinamida, substância P, neurocinina A, 

peptídio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), galanina além de inervação 

colüiérgica (Uddmann e Sundler, 1987, Frossard e Advenier, 1991). Estudos 

imuno-histoquímicos e farmacológicos revelaram a presença de óxido nítrico ou
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substância relacionada nas vias aéreas de várias espécies incluindo a cobaia (Li e 

Rand, 1991; Tucker et al., 1990; Belvisi et al., 1991; Schlemper e Calixto, 1994). 

É conhecido que os prostanóides, também desempenliam papel fundamental na 

contratilidade e no controle da responsividade das vias aéreas, seja na 

manutenção do tônus intrínseco da traquéia de cobaia (Ito e Tajima, 1981; 

Aikawa et al., 1990; Raebum e Webber, 1994; Charette et al, 1995), ou por 

modular a liberação de peptídios dos neurônios sensoriais (Mapp et al., 1991).

A anáhse dos resultados obtidos para o extrato liidroalcoóhco da Drymis 

winteri na traquéia de cobaia mostra uma ação aparentemente seletiva e relevante 

do(s) princípio(s) desta planta contra as respostas contráteis para os mediadores 

químicos envolvidos na etiologia da asma, alergia, inflamação e na nocicepção 

(Schlosber, et a l, 1993; Thien e Walters, 1995). Novamente, observa-se uma 

ação bastante seletiva do extrato hidroalcoólico em relação as respostas para os 

neuropeptídeos em especial para a substância P e bradicinina. É interessante 

notar que nesses experimentos o perfil de ação do extrato assemelha-se mais a 

um antagonismo do tipo competitivo, produzindo marcado deslocamento à direita 

da curva concentração-resposta aos agonistas. Contudo, a limitação de 

concentrações maiores dos agonistas usados impediu uma melhor caracterização 

farmacológica desses efeitos.

Diversas evidências sugerem que neuropeptídeos como a substância P e a 

neurocinina A localizados nos nervos sensoriais mielinizados do pulmão de 

mamíferos, podem regular o tonus vascular, brônquico, a permeabíHdade
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vascular, a fimção epitélio celular (incluindo secreção de muco), a proliferação 

celular e a resposta imunoespecífíca (Helke et al., 1990; Bames et al., 1991; 

Solway e Leff, 1991; Bertrand e Geppetti, 1996). Dessa forma, esses 

neuropeptídeos exercem um papel importante nas reações inflamatórias nas vias 

aéreas, especialmente em fumantes (Bames et al., 1991, Mantyh, 1991, Solway e 

Leff 1991). Além disso, os neuropeptídeos pró-inflamatórios possuem 

importantes efeitos destacando-se a estimulação da proliferação dos linfócitos T, 

e estimulação de macrófagos, mastócitos, eosinóíílos e neutrófilos (Payan, 1992; 

Numao e Agrawal, 1992; Smitt et al., 1993). Em razão dos inúmeros efeitos 

descritos para os neuropeptídeos, eles estão geralmente implicados em várias 

patologias, incluindo as desordens das vias aéreas, como a rinite e 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 inflamatórios 

de origem neurogênica. Tem sido proposto que a substância P e outras 

neurocininas atuam como neurotransmissores e/ou moduladores na transmissão 

da informação nociceptiva principalmente a nível da medula espinlial (Otsuka e 

Yosliioka, 1993).

As neurocininas encontradas no sistema nervoso central de mamíferos são: 

substância P, neurocinina A (substância 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 (neuropeptídeo K) e a 

neurocinina G (neuropeptídeo G) (Tatemoto et al., 1985; Kage et al., 1988). As
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neurocinmas são armazenadas em grandes vesículas sinápticas localizadas na 

região terminal do axônio (Maggi et al., 1993b). A liberação do conteúdo dessas 

vesículas para a fenda sináptica ocorre por: 1) estímulos externos como pela 

capsaicina, potássio ou outros agentes capazes de induzir despolarização 

neuronal, ou 2) em condições físiopatológicas, podendo ocorrer durante o 

peristaltismo intestinal, após estímulos térmicos na pele, por aplicação de 

estímulos dolorosos e não dolorosos na medula espinlial, ou ainda podem ser 

liberados durante os processos inflamatórios. Atualmente, existem várias 

evidências experimentais indicando que as neurocininas estão amplamente 

distribuídas tanto no sistema nervoso central quanto perifericamente (HeUce et al., 

1990; Otsuka e Yoshioka, 1993). A nível periférico, as neurocininas são 

encontradas numa variedade de tecidos, principalmente nos neurônios aferentes 

primários da raiz do gânglio dorsal sensíveis à capsaicina, que na verdade 

constitui a fonte neuronal mais comum de neurocininas. A substância P 

frequentemente coexiste com outras neurocininas no mesmo neurônio, mas 

também comumente coexiste ou interage com neurotransmissores clássicos, tais 

como dopamina, acetilcolina, opiáceos, serotonina, GABA e aminoácidos 

excitatórios (glutamato e aspartato), todos mediadores envolvidos na nocicepção 

(Pemow^, 1986; Hõkfelt et al., 1988; Chang, 1988; Battaglia e Rustioni, 1988; 

Debiasi e Rukstioni, 1988).

O aumento da excitabilidade central pode ser responsável por algumas 

mudanças na sensação da dor caracterizada por lesão e/ou inflamação dos
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tecidos periféricos (Treede et al., 1992). Leah et al. (1985) demonstraram que as 

fibras aferentes do tipo C podem ser “receptores silenciosos” para as 

neurocininas, sendo esses sensibilizados pelo processo inflamatório do tecido 

periférico (Habler et al., 1990). Essas observações foram confirmadas por Hope 

et al. (1990), que demonstraram que a substância P e a neurocinina A têm seus 

níveis aumentados nos gânglios dorsais da medula de gato após a aplicação de 

estímulo mecânico (Schaible et al., 1990).

Outros estudos utilizando técnicas de imunohistoquímica, demonstraram a 

presença de Substância P e neurocinina A nas vias aéreas (Hua et al., 1985; 

Lundberg et al., 1984b), sendo que os receptores das taquicininas do subtipo NK2 

são identificados como sendo os responsáveis por induzir broncoconstrição nas 

vias aéreas, tanto de humanos como de cobaias (Naline et al, 1989; Dion et al., 

1990; Rhoden e Bames, 1990; Emonds-Alt et al., 1992, EUis e Undem, 1992, 

Bertrand e Geppetti, 1996). Nos estudos “in vitro” tem sido demonstrado que a 

neurocinina A é menos potente do que substância P em contrair a musculatura 

lisa brônquica humana, indicando que os receptores NK2 provavelmente estão 

envolvidos (Daniele et al., 1992; Solway e Leff, 1991). No entanto, na 

estimulação da secreção mucosa das vias aéreas, a substância P é menos potente 

que a neurocinina A, indicando que os receptores NKi parecem estar também 

envolvidos nesse efeito (Solway e Leff, 1991). Assim, procuramos analisar no 

presente estudo se os princípio(s) ativo(s) presente(s) nas cascas da Drymis 

winteri eram capazes de interferir seletivamente com os receptores NK) e NK2
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para as taquicininas nessa preparação. Os resultados obtidos indicam com 

bastante clareza que o extrato hidroalcoólico dessa planta foi capaz de deslocar à 

direita a curva concentração-resposta ao agonista seletivo do receptor NK2, a [f3- 

ala*] neurocinina A (4-10) mas, no entanto, nas mesmas concentrações, ele não 

interferiu com a resposta contrátil ao agonista seletivo de receptor NKi, a 

substância P - metil éster. Em conjunto, esses resultados parecem indicar uma 

seletividade de ação dos principios ativos dessa planta sobre as ações das 

taquicininas via ativação dos receptores NK2.

Outro dado interessante observado no presente estudo foi a inibição 

observada para a resposta da capsaicina. Os dados descritos na literatura 

indicam que as fibras sensoriais das vias aéreas são ativadas e dessensibilizadas 

pela capsaicina, um princípio pungente isolado da pimenta venneUia (Lundberg, 

1993). A capsaicina se liga a receptores de membrana denominados de receptores 

vanilóides (Szallasi e Blmnberg, 1990; Szallasi, 1994), sendo seletivamente 

ativado pela resineferatoxina e antagonizada competitivamente pela capsazepina 

(Bevan et al., 1992; Szallasi et al., 1993; Ellis e Undem, 1994; Foulon et al.,

1993). Estes receptores estão distribuídos em vários tecidos de mamíferos 

incluindo a medula espinlial (Szallasi e Blmnberg, 1991), bexiga e vias aéreas 

(Szallasi et al., 1993). A estmtura proposta para esse receptor indica que ele está 

associado a um canal iônico permeável a cátions, especialmente ao cálcio (Wood 

et al., 1988, revisado por Szolcsanyi, 1990; Bevan e Szolcsanyi, 1990).
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O receptor vanilóide, que é seletivamente ativado pela capsaicina e pela 

resineferatoxina (Szallasi e Goso, 1994; Szallasi, 1994; Szallasi et al., 1993; 

Charette et al., 1993), promove a excitação das terminações nervosas causando 

liberação de taquicininas incluindo a substância P, neurocinina A e 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 forbol éster tanto quanto com a capsaicina.

Vários trabalhos têm proposto que o hgante endógeno para o receptor 

específico da capsaicina e de seu análogo natural, o diterpeno resiniferatoxina, 

seja os prótons . Esses prótons seriam produzidos nas proximidades dos 

neurônios sensoriais por alterações fisiológicas ou patológicas, como por 

exemplo, na inflamação neurogênica. O estímulo ácido pode funcionar como um 

ativador endógeno para a corrente ativada pela capsaicina, e que isso justificaria 

aumento do pH do meio, como por exemplo onde ocorre redução brusca do pH 

do meio, como por exemplo no caso das isquemias e nos processos inflamatóríos 

(Liu e Simon, 1994). Assim, a interação ainda que parcial do extrato da Drymis 

winteri com as respostas da capsaicina poderia ser importante para exphcar suas 

ações antiedematogênicas e antiinflamatórias.

Outro resultado também interessante que poderia também contribuir para 

expHcar as possíveis ações antialérgicas e antiasmáticas descritas para o extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri foi o antagonismo concentração dependente e 

aparentemente do tico comoetitivo observado em relação à contração causada
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pelo análogo estável do tromboxano A2, 0 U 46619. Além disso, 0 extrato 

hidroalcoólico da Drymis winteri produziu deslocamento importante e 

concentração dependente à direita da resposta contrátil à prostaglandina E2 na 

traquéia de cobaia. Existem várias evidências indicando a participação dos 

metabólitos do ácido araquidônico nos processos inflamatórios, alérgicos e na 

asma (Hamberg et al., 1975; Svensson et al., 1977; Bames, 1992b; Kawikova et 

al., 1993; Saito et al., 1992). Nas vias aéreas, os produtos derivados da 

ciclooxigenase estão associados com signifícante aumento da reatividade 

brônquica (Walters 1983; Füller et al., 1986), causando broncoconstrição (Mathe 

e Hedqvist, 1975, Hardy et al., 1984). Também na dor de origem neurogênica e 

inflamatória, os derivados do metabolismo do ácido araquidônico, entre eles as 

prostaglandinas, leucotrienos e ácidos hidroxil, são sintetizados pela atividade 

das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase.

É conhecido que as prostaglandinas são capazes de excitar os 

nociceptores, ou seja, são as principais causadoras da redução do limiar de dor, 

contribuindo assim para 0 estabelecimento da hiperalgesia. As prostaglandinas 

são geralmente geradas por uma forma constitutiva da enzima, a cicloxigenase 

(COX-1) que apresenta inúmeras funções fisiológicas (Mitchell et al., 1994; 

Coleman et al., 1994). Recentemente uma segunda forma denominada de 

cicloxigenase (COX-2) foi descrita durante o processo inflamatório. 

Recentemente, Charette et al. (1995) demonstraram que a produção de 

prostanóides responsáveis pelo tônus intrinseco na traquéia isolada de cobaia se
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deve principalmente a atividade da COX-2. A precisa origem celular dessa 

enzima não foi ainda elucidada, mas a sua presença já  havia sido descrita em 

outras células como fíbroblastos, macrófagos, células epiteliais e na própria 

camada muscular lisa (Battistini et al., 1994; Pitchard et al., 1994; Vane et al.,

1994). A natureza do estímulo para a expressão da COX-2 não está ainda bem 

explicada, mas o trauma da remoção e dissecação do tecido pode induzir o 

aumento da expressão dessa enzima. Outros fatores, como o sangue, a presença 

das citocinas como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral, além de certos 

fatores de crescimento, já  foram descritos como sendo responsáveis pela ativação 

da expressão da COX-2 (Battistini et al., 1994). Várias evidências indicam que as 

prostaglandinas são sintetizadas e liberadas em diversos tecidos incluindo os do 

trato respiratório (Moncada e Vane, 1983). Quando analisada “in vitro” a 

prostaglandina E2 e o análogo do tromboxano A2 o U 46619, aumentam as 

respostas (Omini et al., 1986; Armour et al., 1988) e induzem mudança no tono 

da musculatura lisa das vias aéreas (Sweatman e Collier, 1968; Gardiner e 

Collier, 1988; Coleman et al., 1981; Black et al., 1986).

Finalmente, o extrato liidroalcoólico da Drymis winteri deslocou á direita 

de maneira proporcional à concentração usada a resposta contrátil para 0 

composto 48/80, conliecido por liberar histamina de mastócitos (Paton, 1951; 

Maling et al., 1974). Considerando que nas mesmas concentrações 0 extrato 

hidroalcoólico desta planta causou apenas discreto efeito na resposta contrátil à 

histamina nesta preparação, é bastante razoável supor que esses princípio(s)

92



ativo(s) possa(m) estar interferindo com a liberação de histamina, sem interferir 

com as ações desse mediador ao nível do receptor e/ou do sistema de efetuador 

nesta preparação. Reconhecidamente a histamina é um importante mediador pró- 

inflamatório, sendo liberada pela degranulação de mastócitos causada por vários 

agentes mecânicos e inúmeros mediadores inflamatórios como substância P, 

interleucina -1 e fator de crescimento neural (Bevan, 1982; Hill, 1990; Schwartz 

et al., 1991). A histamina pode atuar nos neurônios sensoriais produzindo 

irritação em baixas concentrações e dor em altas concentrações (Dray, 1994). A 

ativação dos receptores Hi pela histamina a nível dos neurônios sensoriais pode 

resultar em aumento da penneabilidade ao cálcio provocando, assim, a liberação 

de neuropeptídeos sensoriais além de prostaglandinas e ácidos mono-hidróxidos 

eicosatetraenóicos pelas células endoteliais, levando à hiperalgesia e a outros 

efeitos pró-inflamatórios (Rang et al., 1994). Além disso, como demonstrado na 

bexiga e na traquéia de cobaia, o extrato hidroalcoólico não parece interferir de 

maneira importante com o sistema colinérgico muscarínico.

Considerando os resultados interessantes obtidos nos estudos realizados 

“in vivo” indicando uma ação analgésica, antialérgica e antiedematogênica e 

também as ações “in vitro” em relação aos mesmos neurotransmissores para o 

extrato desta planta, decidiu-se analisar as açÕes do extrato hidroalcoólico da 

Drymis winteri na traquéia de cobaia de animais ativamente sensibilizados à 

ovalbumina. Mais uma vez nossos resultados confmnam e estendem os estudos 

realizados “in vivo” com a extrato hidroalcoólico da Drymis winteri sugerindo a
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existência de princípio(s) ativo(s) com propriedade(s) antialérgica e/ou 

antiasmática nesta planta. Em muitas espécies animais, incluindo os humanos e 

cobaias a prévia sensibilização das vias aéreas quando expostas à antígeno 

específico, resulta na liberação de mediadores inflamatórios, 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 (Dalilen et al., 

1983) e induzir ou aumentar a reação inflamatória “in vivo” (Chung e Bames, 

1992).

A contração causada pelo antígeno na traquéia de cobaia sensibilizada, 

resulta primariamente na ação da histamina e de produtos da hberação da via do 

ácido araquidônico via 5-lipoxigenase (leucotrienos) e do metabolismo da 

ciclooxigenase (prostaglandinas e tromboxanos) (Adams e Lichtenstein, 1979; 

Saad et al., 1983). As respostas contráteis monofásicas da contração ao antígeno 

consiste da fase anti-histamínica-sensível e de uma fase lenta mediada por 

leucotrienos (Adams e Lichtenstein, 1979; Burka e Paterson, 1981; Fishleder e 

Buckner, 1984). Administrados simultaneamente, os antagonistas desses 

mediadores químicos reduzem a amplitude da resposta contrátil ao antígeno 

(Adams e Lichtenstein, 1979; Hand e Buckner, 1979).

O mecanismo de ação do extrato da Drymis winteri não foi investigado em 

maior profimdidade, mas os resultados do presente estudo pennitem sugerir que 

esses efeitos podem estar relacionados com a ação dos princípio(s) ativo(s) desta
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planta em vários sítios incluindo, entre outros, uma interação com os receptores 

e/ou transdução de sinal das respostas para as taquicininas, cininas, derivados do 

ácido araquidônico especialmente com o trombaxano A2, além da inibição da 

liberação de histamina.

Em nossos estudos procuramos também analisar as ações do extrato 

hidroalcoóhco da Drymis winteri na veia porta isolada de rato, preparação 

conhecida por apresentar receptores do subtipo NK3 para as taquicininas 

(Mastrangelo et al., 1986; Maggi, 1995; Dias et al., 1996). Os resultados 

permitem evidenciar que os princípios ativos presentes no extrato hidroalcoóhco 

desta planta nas mesmas concentrações, além de interferir com as ações das 

taquicininas mediadas pelo receptor NK2, também interfere com aquelas 

mediadas pela estimulação do receptor NK3. Os receptores NK3 são 

abundantemente expressos no sistema nervoso central e na medula espinhal 

(Otsuka e Yoshioka, 1993). No sistema nervoso periférico as respostas 

funcionais deste receptor têm sido detectadas na musculatura circular e 

longitudinal do íleo e no cólon de cobaia. A estimulação desses receptores 

produz indiretamente contração e relaxamento no músculo liso por liberação de 

vários mediadores (Läufer et al., 1986; Maggi et al., 1993a, 1994) e diretamente 

contração no esôfago de rato (Stables et al., 1991), útero de rata (Barr et al., 

1991), despolarização neuronal no gânglio cervical superior de cobaia (Seabrook 

et al., 1992) e gânglio taqueobronquial (Myers e Undem, 1993). A relevância 

desses resultados para explicar as ações medicinais das cascas da Drymis winteri
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não está clara no momento, pois ainda permanece por ser mellior esclarecido a 

participação dos receptores NK3 das taquicininas em processos físiopatológicos 

(Otsuka e Yoshioka, 1993; Patacchini e Maggi, 1995)

Frações semipurificadas e compostos isolados da Drymis winteri

Com 0 objetivo de isolar e caracterizar o(s) composto(s) ativo(s) 

presente(s) no extrato hidroalcoólico da Drymis winteri foram inicialmente 

obtidas várias frações com 0 emprego de diferentes solventes orgânicos com 

distintos graus de polaridade. A primeira fração testada na traquéia de cobaia, foi 

a aquosa que causou deslocamento concentração dependente à direita da curva 

concentração resposta à bradicinina e a substância P, um efeito que foi de certa 

forma semelliante ao descrito para o extrato total desta planta. Quando testada 

nas traquéias de cobaias de animais previamente sensibilizados à ovalbumina e 

exposto ao antígeno, a fração aquosa nas mesmas concentrações antagonizou de 

maneira concentração e tempo dependentes a reação anafílática decorrente da 

interação do antígeno com o anticorpo. Tais resultados, indicam claramente a 

presença de princípio(s) ativo(s) nesta fração com ações semelhante(s) aquelas 

observadas no exfrato total desta planta.

Ao contrário do que foi observado para a fração aquosa, a fração acetato 

de etila nas mesmas concentrações apresentou apenas discreto efeito inibitório 

sobre as respostas contráteis aos agonistas testados sem causar nenliuma inibição
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sobre à ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antígeno. Dessa 

forma essa fração foi descartada nos íuturos estudos.

A fração clorofórmica que extrai principalmente compostos de 

características mais apoiares, nas mesmas concentrações, antagonizou de maneira 

semelhante a fração aquosa, as respostas contráteis causadas pela substância P e 

a bradicinina na traquéia de cobaia. Também similar a fração aquosa, a fração 

clorofórmica, causou inibição concentração e tempo dependentes da contração 

causada à ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antígeno. Tais 

resultados indicam que composto(s) apoiares presentes na fração clorofórmica 

parece também contribuir para os efeitos observados para o extrato 

hidroalcoólico das cascas da Drymis winteri.

O fracionamento das frações que mostraram atividade farmacológica “in 

vitro” permitiu isolar vários compostos, sendo que alguns deles já haviam sido 

descritos na literatura como por exemplo os flavonóides (astilbina e taxifolin), 

conhecidos por suas propriedades antialérgicas, antiinflamatórias (Middleton e 

Kandaswami, 1992), e hipotensor (Sawada et al., 1989; Wu et a l, 1989). As 

atividades dos flavonóides são frequentemente associadas com seus efeitos sobre 

os radicais hvres, especiahnente ao ânion superóxido, que está relacionado com 

muitos estados patológicos, como a inflamação (Sies, 1987; Robak e Gryglewski, 

1988; Jovanovic et a l , 1994).

O flavonóide astilbina isolado da fração acetato de etila, em altas 

concentraçõesC > 200 >iM) causou parcial inibição sobre a resposta contrátil à
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bradicinina, mas não interferiu com a resposta à acetilcolina na traquéia de 

cobaia. No entanto, esse composto, nas mesmas concentrações, não inibiu 

significativamente a contração causada pela ovalbumina nas traquéias de cobaias 

ativamente sensibilizadas ao antígeno. Esses resultados sugerem portanto, que 

muito provavelmente a astilbina não contribui de maneira importante para as 

ações farmacológicas observadas para o extrato hidroalcoólico das cascas da 

Drymis winteri. A  astilbina foi anteriormente isolada das cascas da Hymenaea 

martiana (Leguminosae) (Carneiro, 1989), planta conliecida como jatobá e usada 

na medicina popular em algumas regiões do Brasil para o tratamento das doenças 

das vias aéreas, incluindo a bronquite e a asma (Morton, 1981)

Um outro composto isolado da fi^ação acetato de etila obtida das cascas da 

Drymis winteri foi o flavonóide taxifolin (di-hidroquercitina) que quando 

analisado no íleo isolado de cobaia, em altas concentrações antagonizou através 

de mecanismo não competitivo a contração á acetilcolina e à histamina. No 

entanto, a exemplo do que foi observado para a astilbina, o taxifolin não foi capaz 

de inibir de maneira significativa a contração causada pela exposição de 

ovalbumina nas traquéias de cobaias sensibilizadas ao antígeno. Tais resultados, 

indicam que também o taxifolin não parece contribuir de maneira importante para 

os efeitos observados “in vitro” para o extrato hidroalcoólico das cascas da 

Drymis winteri. No entanto, vários relatos descritos na literatura demonstraram 

que 0 taxifolin apresenta ações farmacológicas interessantes podendo ser 

mencionadas suas ações antinociceptivas, antiedematogênicas e antiinflamatórias
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(Cechinel-Filho et al., 1995b; Kolhir et al., 1996). Assim, estudos adicionais 

ainda são necessários para confirmar se o taxifolin realmente contribui ou não 

para os efeitos antinociceptivos, antiedematogênicos e antiinflamatórios 

observados para o extrato hidroalcoólico das cascas da Drymis winteri.

Uma série de compostos apolares provavelmente sesquiterpenos foram 

isolados da fração clorofórmica, confirmando assim frabalhos descritos na 

literatura (Wenkert e Strike, 1964; Appel, 1956; Sierra et al., 1985). O composto 

3 (sesquiterpeno ainda não identificado) causou inibição concentração 

dependente, mas do tipo não competitivo sobre as respostas contráteis à 

bradicinina e para a substância P na traquéia de cobaia. Essas ações foram 

bastantes semelhantes às observadas para o extrato hidroalcoóhco e para 

algumas frações obtidas desta planta. Além disso, o composto 3 causou discreta, 

porém significativa inibição da resposta contrátil á ovalbumina na traquéia de 

cobaia. A análise desses resultados indica que esse sesquiterpeno parece 

contribuir, pelo menos em parte, para os efeitos observados “in vitro” e “in vivo” 

para o extrato hidroalcoóhco da Drymis winteri.

Um segundo sesquiterpeno (ainda não identificado quimicamente) foi 

isolado da fração clorofónnica, denominado compostos 5. Quando testado no ileo 

de cobaia esse composto foi capaz de antagonizar as respostas confráteis á 

acetilcolina e bradicinina no ileo de cobaia e para a susbtância P na traquéia de 

cobaia. Infelizmente, os experimentos realizados com o composto 5 nas 

contrações induzidas pela ovalbmnina ficaram inconclusivos, não permitindo até
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0 momento, avaliar o papel desse terpenóide na anafilaxia. De qualquer maneira, 

as ações farmacológicas observadas para o composto 5 sugerem que o mesmo 

deva desempenhar papel importante nas ações “in vitro” e talvez “in vivo” do 

extrato hidroalcoólico desta planta.

O terceiro sesquiterpeno (ainda não identificado quimicamente) foi o 

composto 9 também isolado da fração clorofórmica que causou significativa 

inibição da contração induzida pela acetilcohna e bradicinina no íleo isolado de 

cobaia, e pela bradicinina e substância P na traquéia de cobaia. Estes resultados 

demonstram que este composto parece interferir com os receptores muscarínicos 

no íleo de cobaia, e também sugerem ser esse composto um dos responsáveis 

pelas ações antiinflamatórias e antinociceptiva presentes nas cascas da Drymis 

winteri.

Um quarto sesquiterpeno isolado e identificado quimicamente como sendo 

0 poligodial foi isolado da fração clorofónnica. Este composto é reconliecido 

como sendo o mais importante sesquiterpeno isolado desta planta e apresenta 

atividade inseticida (Sierra et al., 1985). Estudos descritos na hteratura indicam 

que 0 poligodial é um composto ativo que tem a ação 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 terpenóide majoritário 

existente nesta fração, foi possível explorar em mais detalhes suas ações 

farmacológicas na musculatura hsa vascular e não vascular “in vitro”, e assim 

comparar seus efeitos com os observados para o extrato hidroalcoólico desta
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planta. O poligodial em concentrações variando entre 5 a 20 jiM causou inibição 

concentração dependente sobre as respostas à bradicinina, substância P e para o 

agonista seletivo do receptor NK2, a [P-Ala*] neurocinina A (4-10) na traquéia de 

cobaia. Da mesma fonna que foi observado para 0 extrato hidroalcoólico desta 

planta, 0 poligodial, mesmo em concentrações muito elevadas (342 j iM ) ,  não 

interferiu com a resposta contrátil ao agonista seletivo do receptor NKi, a 

substância P- metil éster na traquéia de cobaia. No entanto, como observado para 

0 extrato hidroalcoóhco, 0 poligodial nas mesmas concentrações, antagonizou as 

respostas contráteis para 0 composto 48/80 e para 0 análogo estável do 

tromboxano A2, 0 U 46619 na traquéia de cobaia. Em ambos os casos, ao 

contrário do que foi observado para o extrato hidroalcoólico, ocorreu redução 

significativa da resposta máxima para esses agonistas. Além disso, concentrações 

entre 17 a 128 )liM  desse composto foram capazes de antagonizar as contrações á 

acetilcolina e histamina no íleo de cobaia. Porém, 0 poligodial em concentrações 

menores (5 a 20 jjM) antagonizou a resposta contrátil á bradicinina nesta 

preparação.

Outro resultado interessante foi a inibição concentração tempo dependente 

causada pelo pohgodial sobre a resposta contrátil á ovalbumina nas traquéia de 

cobaias obtidas de animais sensibilizados ativamente ao antígeno. Também 

relevantes foram as ações inibitórias do poligodial sobre a contração á 

bradicinina, substância 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 concentrações mais elevadas, foi capaz de inibir a 

contração à endotelina 1 nesta preparação. Mais importante, em concentrações 

muito baixas (0.4 |iM), o poligodial inibiu aproximadamente 50% da resposta 

contrátil ao agonista seletivo do receptor NK3, 0 senktide na veia porta de rato.

Esses resultados analisados em conjunto indicam que 0 poligodial parece 

ser o principal composto ativo presente nas cascas da Drymis winteri. Suas ações 

farmacológicas, como descrito para 0 extrato hidroalcoólico desta planta, estão 

relacionadas principalmente com a interferência com os neuropeptídeos pro- 

infiamatórios incluindo entre eles a bradicinina e a substância P, esse último 

efeito decorrente de uma ação bastante seletiva sobre os receptores NK2 e NK3 

para as taquicininas. Além disso, 0 pohgodial mostrou ser eficaz em antagonizar 

as respostas ao U 46619 e ao composto 48/80, bem como as contração à 

ovalbumina em animais sensibilizados, mas foi apenas parcialmente ativo contra a 

histamina e acetilcolina. Assim, esses resultados sugerem fortemente que 0 

poligodial apresenta um importante perfil de ação farmacológica “in vitro” e, 

conseqüentemente, revela ser uma molécula promissora para 0 desenvolvimento 

de novas drogas potencialmente uteis para o tratamento da alergia, asma, 

processos inflamatórios e/ou como analgésico. Contudo, estudos farmacológicos 

“in vivo” e “in vitro” e bioquímicos são ainda necessários para a melhor 

caracterização de seu perfil de ação farmacológica, bem como para esclarecer seu 

mecanismo de ação em nível celular.

102



Além desses terpenóides já  descritos, a fração clorofórmica das cascas da 

Drymis winteri também revelou mais um sesquiterpeno caracterizado como sendo 

0 l-p-[p-metóxi-coumaroiloxil] poligodial. Embora ligeiramente menos potente 

que 0 poligodial, esse composto inibiu com as mesmas caracteristicas do 

poligodial as respostas contráteis à bradicinina e à substância P na traquéia de 

cobaia e também parcialmente, mas

sign******************************************************************

ĵ gQ po(jg 3gj. descartada, mas essa hipótese 

precisa ser melhor investigada em estudos fiituros. Porém, outros compostos 

existentes nesta planta e ainda não identificados podem também estar 

contribuindo para as ações do extrato hidroalcoóhco.

Concluindo, os resultados do presente estudo e aqueles obtidos 

anteriormente em nosso laboratório nos estudos “in vivo” sugerem fortemente a 

existência de princípios ativos nas cascas da Drymis winteri que justificam seu 

uso medicinal no tratamento das doenças das vias aéreas, particularmente na 

asma brônquica e na alergia, bem como nos processos inflamatórios e no controle
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da dor. Vários princípios ativos presentes nesta planta parecem contribuir para 

esses efeitos farmacológicos, mas uma mistura de sesquiterpenos, onde o 

poligodial é o composto majoritário, parecendo ser o principal responsável pelos 

efeitos observados. O mecanismo de ação desses compostos não está ainda 

completamente esclarecido, mas os resultados até aqui obtidos sugerem sua 

interação com a ação dos neuropetídeos, incluindo a bradicinina, e a substância P 

(via ativação NK2 e NK3), além de inibição das ações mediadas pelo tromboxano 

A2 e também de uma possível ação inibitória sobre a liberação de histamina.
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RESUMO E CONCLUSÕES

L No presente estudo foram analisados alguns dos mecanismos envolvidos nas 

ações do extrato hidroalcoólico e de alguns dos constituintes químicos isolados 

das cascas da Drymis winteri (Winteraceae) na musculatura hsa vascular e não 

vascular.

2. O extrato hidroalcoóhco da Drymis winteri causou antagonismo do tipo não 

competitivo no ileo isolado de cobaia para as curvas concentração respostas 

induzidas pela acetilcolina, histamina e bradicinina. Esse mesmo perfil de ação 

também foi observado no útero isolado de rata para a acetilcolina, bradicinina, 

prostaglandina Fi«, endotelina - 1 e angiotensina II, além de ter causado 

deslocamento à direita da resposta contrátil ao C aC li. Por outro lado na bexiga 

isolada de cobaia, o extrato hidroalcoólico não interferiu com a resposta contrátil 

induzida pelo carbacol, porém causou deslocamento parcial da curva 

concentração-resposta induzida à histamina, mas inibiu significativamente a 

resposta contrátil à bradicinina e a substância P. Já na traquéia isolada de cobaia

0 extrato inibiu de forma significativa a resposta contrátil induzida pela 

bradicinina e a prostaglandina E2 . Porém, o extrato hidroalcoólico antagonizou de 

maneira aparentemente competitiva a resposta contrátil induzida pelo análogo do 

tromboxano A2 0 U 46619, composto 48/80, substância P e 0 agonista seletivo 

do tipo NK2 , 0 [p-ala* ] neurocinina A-(4-10). No entanto, 0 extrato



hidroalcoólico não interferiu com a contração induzida pelo agonista seletivo do 

tipo NKi , a substância P - metil ester, porém causou inibição parcial à 

capsaicina. Ainda na traquéia de cobaia, o extrato hidroalcoólico causou 

deslocamento parcial à direita para à histamina, sem afetar contudo a contração 

induzida pela acetilcolina. Por outro lado, na traquéia de animais sensibilizados à 

ovalbumina o extrato hidroalcoólico causou significativa inibição de forma 

concentração e tempo dependente da resposta contrátil induzida pelo antígeno. 

Quando o extrato hidroalcoólico foi testado na veia porta isolada de rato, 

observou-se inibição significativa da resposta contrátil induzida pelo agonista 

seletivo do receptor NK3, 0 senktide.

3. A fi^ação aquosa obtida das cascas da Drymis winteri quando testada na 

traquéia de cobaia, causou inbição parcial da resposta contrátil induzida pela 

bradicinina, porém antagonizou de maneira aparentemente competitiva a resposta 

contrátil à substância P. Na traquéia de animais sensibilzados à ovalbumina a 

fração aquosa causou inbição concentração e tempo-dependentes da respsota á 

ovalbumina. Já a fi*ação acetato de etila causou pequeno deslocamento á direita 

da curva concentração-resposta á histamina e á acetilcolina na traquéia de cobaia, 

porém, inibiu de maneira concentração dependente a contração induzida pela 

bradicinina nesta preparação. Por outro lado, na traquéia de animais 

sensibilizados á ovalbumina essa fração não foi capaz de inibir de forma 

significativa a resposta contrátil ao antígeno. Outra fi-ação também analisada na
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traquéia de cobaia, foi a clorofónnica que não interferiu de modo significativo 

com a curva concentração induzida à histamina, mas inibiu de forma significativa 

a resposta contrátil à bradicinina, porém, causou pequena inibição da curva 

concentração-resposta à substância P. Quando a fi^ação clorofórmica foi testada 

em traquéia de cobaia ativamente sensibilizada à ovalbumina, observou-se 

inibição significativa e concentração-dependente da contração induzida pelo 

antigeno.

4. O composto astilbina isolado das cascas á .̂ Drymis winteri, quando testado na 

traquéia de cobaia não interferiu com a curva concentração-resposta à 

acetilcolma. No entanto, causou inibição significativa da resposta contrátil à 

bradicinina. Porém na traquéia de cobaia previamente sensibilizada à ovalbumina, 

esse composto não interferiu com a resposta contrátil ao antigeno . Já o composto 

taxifolin isolado das cascas da Drymis winteri causou inibição concentração- 

dependente sobre a contração á acetilcolina, mas inibiu parcialmente a curva 

concentração-resposta induzida à histamina no ileo isolado de cobaia. Porém, o 

composto taxifolin não causou inibição significativamente da resposta contrátil ao 

antigeno.

5. Três compostos sesquiterpenos ainda não identificados isolados da Drymis 

winteri foram testados, sendo o primeiro denominado de composto 3 que causou 

inibição de maneira concentração-dependente da contração á bradicinina, mas
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em relação à substância P causou pequena inibição da resposta contrátil. Porém 

na traquéia de animais sensibilizados à ovalbumina esse composto causou 

inibição parcial da contração induzida pelo antígeno. O outro composto 

denominado composto 5, antagonizou de maneira não competitiva a resposta 

contrátil à acetilcolina, e inibiu a curva concentração-resposta à bradicinina no 

íleo isolado de cobaia. Porém, na traquéia de cobaia o composto 5 inibiu de 

maneira significativa a resposta contrátil á substância P. O terceiro composto 

denominado de composto 9, causou deslocamento à direita associado com 

inibição da resposta contrátil á acetilcolina e á bradicinina no íleo isolado de 

cobaia. Por outro lado, na traquéia de cobaia esse composto inibiu de forma 

significativa a resposta contráteis á bradicinina, e causou pequena inibição da 

resposta à substância P.
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6 . O composto caracterizado como sendo o l-P-[p-metoxi-coumaroilixi 

poligodial, inibiu significativamente e de forma concentração dependente a 

resposta contrátil á bradicinina, porém não interferiu com a resposta contrátil á 

substância P na traquéia de cobaia. Já na preparação obtida de animais 

previamente sensibilizados á ovalbumina, o composto l-P-[p-metoxi- 

coumaroilixi] poligodial causou inibição contração e tempo-dependente da 

resposta contrátil induzida pelo antígeno.



7. O composto sesquiterpeno identificado como sendo o poligodial quando 

testado no ileo isolado de cobaia causou deslocamento à direita da curva 

concentração-resposta à acetilcolina, histamina e bradicinina, associado com 

inibição da resposta máxima. Já na traquéia de cobaia, o poligodial causou 

inibição parcial da resposta contrátil á histamina, mas inibiu a curva 

concentração-resposta á bradicinina. Por outro lado, o poligodial inibiu de forma 

significativa e concentração dependente a resposta induzida pelo composto 48/80 

e pelo análogo estável do tromboxano A2 o U 46619. Porém, 0 composto 

poligodial antagonisou de maneira aparentemente competitiva á resposta contrátil 

à substância P, mas não interferiu com a resposta contrátil do agonista seletivo do 

receptor NKi a substância P metil-éster, mas inibiu significativamente a curva 

concentração-resposta induzida pelo agonista seletivo do receptor NKi o [p-ala^] 

neurocinina A (4-10). Já na traquéia de animais ativamente sensibihzados ao 

antigeno 0 composto poligodial causou inibição significativa da resposta contrátil 

á ovalbumina. O composto pohgodial também foi testado na veia porta isolada de 

rato e causou significativa inibição da curva concentração-resposta induzida pela 

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

109

8. Em conclusão, os resultados apresentados neste estudo demonstram que o 

extrato hidroalcoólico obtido das cascas da Drymis winteri apresenta um perfil de 

ação farmacológica que ainda não está totalmente esclarecida, mas permitem 

sugerir que esses efeitos podem estar relacionados com a ação dos principio(s)



ativo(s) desta planta em vários sítios, incluindo entre outros, uma interação com 

os receptores e/ou transdução de sinal das respostas para as taquicininas, cininas, 

derivados do ácido araquidônico, especialmente o tromboxano A2 . Além disso, 0 

mecanismo de ação dos compostos isolados dessa planta também não está ainda 

esclarecido, mas os resultados sugerem uma interação desses compostos com a 

ação dos neuropeptídeos, incluindo a bradicinina e a substância P (via ativação 

NK2 e NK3 ), além de inibição das ações do tromboxano A2.

Analisados em conjunto, esses resultados podem contribuir, pelo menos em 

parte, para explicar as ações antiinflamatórias, 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 w interi.

Parte desses resultados foram aceitos para publicação no General 

Pharmacology.
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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, induced by acetylcholine, 

histamine and bradykinin. This profile was tlie same as that observed in rat 

isolated uterus for acetylcholine and bradykinin, prostaglandin p2a, endothelin-

1 and angiotensin II. However, the HE caused displacement to the right of the 

contractile response to CaCh- 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 inliibited the contraction elicited response to 

bradykinin and substance P. In the guinea-pig isolated trachea, the HE 

significantly inliibited the contractile response induced by bradykinin and 

prostaglandin E2. Nevertheless, the HE antagonized, in an apparently 

competitive manner, the contractile response induced by the analogue of 

thromboxane A2 (U 46619), compound 48/80, substance P and the selective



agonist NKi, [p-ala*]neurokinin A (4-10). However, tlie HE did not interfere 

with the contraction induced by substance P methyl ester, an NKj selective 

agonist, but caused partial inhibiton to capsaicin. In guinea-pig trachea, the HE 

caused partial displacement to the riglit for histamine, without affecting the 

contraction induced by acetylcholine. Otherwise, in trachea from animals 

previously sensitized to ovalbumin, the HE caused significant inhibition in a 

time and concentration-dependent marmer, of tlie confractile response induced 

by antigen. When the HE was tested in rat portal vein it caused a significant 

inliibition of the contractile response induced by the selective agonist of NK3 

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 ethyl acetate fraction caused a 

shght displacement to right of the concentration response curve induced by 

histamine and acetylcholine in the guinea-pig isolated frachea, but inliibited in a 

concenfration-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 significant manner, 

with the concentration response curve induced by histamine, but inhibited, in a 

significant manner, the confractüe response to bradykinin, and also caused a 

shght inhibition of the concentration-response curve for substance P. When the 

chloroformic fraction was tested in guinea pig trachea actively sensitized to 

ovalbumin, a significant and concentration-dependent inliibition of the 

confracton induced by antingen was observed.

4; The compound astilbin, isolated from Drymis winteri, when tested in guinea 

pig trachea did not interfere with the concenfration induced by acetylcholine. 

However, it was able to induce significant inliibition of contractile response to 

bradykinin. In guinea pig trachea previously sensitized to ovalbumin, this 

compound did not induce significant inliibiton of contractile response to 

antingen. The compound taxifolin caused concentration-dependent inhibition of 

confraction induced by acetylcholine, but only partially inliibited the 

concentration-response curve induced by histamine in guinea pig isolated ileum. 

However, this compound did not cause significant inliibition in the confractile 

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 

concenfration-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 inliibited the concentration- 

response curve to bradykinin in the guinea-pig isolated ileum. On the other 

hand, in the guinea-pig trachea, this compound inliibited, 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 ileum. In the guinea-pig trachea, compound 9 inliibited, 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 l-p-[p-metoxi-coumaroilixi]pohgoidal 

inhibited, in a significant and concentration-dependent manner, the contractile



response to bradykinin. However, it did not interfere with the contractile 

response to substance P in tlie guinea pig trachea. In preparations obtained 

from animals previously sensitized to ovalbumin this compound caused 

confraction 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 displacement to right in the concentrafion- 

response curve to acetylcholine, histamine and bradykinin, associated with 

inliibition of maximal response. In tlie guinea pig trachea, the pohgodial caused 

partial inhibition of contractile response induced by histamine and inhibition of 

the concentration-response curve to bradykinin. On the other hand, the 

pohgodial inliibited, in a significant and concentration-dependent maimer, the 

response induced by the compound 48/80 and by the stable analogue of 

tromboxane Ai, U 46619. The pohgodial compound antagonized, in a 

competitive manner, the contractile response to substance P, but did not 

interfere with tlie contractile response by the substance P methyl ester, an NKi 

selective agonist, but significantly inliibited the concentration-response curve 

induced by [j3-ala*] neurokinin A (4-10), a selective agonist of the NKi 

receptor. In the frachea obtained from animals actively sensitized to antigen, the
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compound caused significant inliibition 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.
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8. In conclusion, these results demonstrate that the hydroalcoholic extract 

obtained fi'om barks of Drymis winteri show an interesting pharmacological 

profile and suggest that these effects can be related to the actions of active 

principles of tliis plant at several sites, including interaction witli receptors 

and/or signal transduction in responses to tachykinins, kinins, and tliromboxane 

A2. In addition, although the precise mechanism of action of the compounds 

obtained fi’om tliis plant is not clear, the interaction of tliese compounds with 

the action of neuropeptides, including bradykinin and substance P (via NK2 and 

NK3 receptor), and inhibition of thromboxane A2 actions, seems to be an 

important target for future investigation. Taken together, these results can 

contribute, at least in part, to the explanation of tlie antiinflammatory, 

antinociceptive and antiallergic actions demonstrated in previous studies for the 

HE of tliis plant. Furtlier, the diterpene poligodial seems to be the main active 

compound present in the barks of Drymis winteri.
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