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RESUMO

Simarouba amara (Simaroubaceae) € popularmente conhecida como "pau-paraiba”
ou “marupa”. No Brasil, € encontrada em todo o litoral brasileiro e tem sido usada na
medicina tradicional, principalmente no tratamento de alteragcbes de origens
inflamatodria, gastrica e respiratéria. Esse estudo avaliou a possivel atividade
espasmolitica do extrato agquoso da casca do caule de Simarouba amara (EASa).
Nesse sentido, ensaios in vitro de curvas concentracdo-efeito (CCE) simples ou

cumulativas foram obtidas para histamina, carbacol, KCl e CaCl2 na auséncia ou

presenca de EASa ou verapamil (VRP) no ileo isolado de cobaia. Os resultados
mostram que o EASa (125, 250 e 500 pg/mL) e o VRP (0,025 a 3,2 uM) reduziram
estatisticamente os componentes fasicos e tdnicos das CCE simples para histamina,
carbacol e KCl. Nas CCE cumulativas induzidas por histamina e carbacol, o ESSa e
VRP produziram reducédo significativa do efeito maximo (Emax) sem deslocamento
das curvas a direita, caracteristicas de antagonismo do tipo ndo competitivo. Nas

curvas cumulativas de CaClz, EASa e VRP reduziram significativamente o Emax,
contudo com deslocamento da curva a direita, que no caso do EASa foi observado
apenas com a maior dose. Na presenca do anti-histaminico Hji hidroxizina (HXZ,

0,125 e 0,250 pM), observou-se reducdo do Emax das CCE cumulativas de
histamina de 100,00 + 0,00 para 84,53 + 6,44% e 63,25 * 4,63% respectivamente e
deslocamento significativo a direita (pCEso controle = 7,08 + 0,04 para pCEso= 5,46 +
0,28 e 554 £ 0,19) respectivamente. Quando o EASa (250 e 500 pg/mL) foi
associado ao HXZ houve potencializacdo significativa da reducdo do Emax 32,72 +
1,95% e 17,83 + 2,48% respectivamente, todavia, os deslocamentos das curvas
cumulativas a direita (pCEso = 5,13 + 0,23 e 4,80 £ 0,74) nao foram estatisticamente
diferentes das obtidas na presenca de hidroxizina. O conjunto dos resultados sugere
possivel acdo espasmolitica ndo seletiva do extrato aquoso da casca de Simarouba
amara, a qual foi correlacionada inicialmente ao bloqueio do influxo de célcio através

dos canais de calcio voltagem dependentes.

Palavras-chave: Simarouba amara. Simaroubaceae. Espasmolitico. ileo de cobaia.



ABSTRACT

Simarouba amara (Simaroubaceae) is popularly known as "pau-paraiba" or
"marupa”. In Brazil, it is found throughout the Brazilian coast and has been used in
traditional medicine, especially in the treatment of disorders of inflammatory origins,
gastric and respiratory. This study evaluated the possible spasmolytic activity of the
aqueous extract of the bark of Simarouba amara . Accordingly, in vitro concentration-
effect curves (CCE) were obtained from single or cumulative histamine, carbachol,
KCl and CacCl2 in the absence or presence of this or verapamil on isolated guinea pig
ileum. The results show that the EASa (125, 250 and 500 pug / ml), and VRP (3,2
0.025 mM) statistically reduced the phasic and tonic components of the single CCE
histamine, carbachol and KCIl. The cumulative CCE induced by histamine and
carbachol, the VRP and this produced a significant reduction of the maximum effect
(Emax) without shifting the curves to the right, antagonism characteristics of the non-
competitive type. In the cumulative curve CaClp, and EASa VRP Emax significantly

reduced, yet with displacement of the right turn, in which case the EASa was

observed only at the highest dose. In the presence of H1 antihistamine hydroxyzine

(HXZ, 0.125 and 0.250 mM), there was reduction of Emax pCEso cumulative 100.00

+ 0.00 to 84.53 + histamine 6.44% and 63.25 + 4.63% respectively and significant
shift to the right (pCE50 control = 7.08 = 0.04 to 5.46 + 0.28 = pCE50 and 5.54 *
0.19) respectively. When the EASA (250 and 500 mg / mL) was associated with HXZ
significant potentiation of the decrease Emax% 32.72 + 1.95 and 17.83 + 2.48%,
respectively, however, the displacements of the curves to the right of cumulative
(pCE50 = 5.13 + 0.23 and 4.80 + 0.74) were not statistically different from those
obtained in the presence of hydroxyzine. The set of results suggests possible non-
selective spasmolytic action of the aqueous extract of Simarouba loved bark, which
was initially correlated to block the calcium influx through voltage gated calcium

channels.

Keywords: Simarouba amara. Simaroubaceae. Spasmolytic. Guinea pig ileum
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1. INTRODUCAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo s6 pelos
recursos oferecidos para sua alimentagdo e manutengao, mas por ser sua principal
fonte de inspiracdo e aprendizado. A incansavel busca pelo entendimento das leis
naturais e o desafio de transpor barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as
doencas, levaram o homem ao estagio de desenvolvimento cientifico atual (VIEGAS
JR et al., 2006).

Planta Medicinal segundo a ANVISA é toda planta ou partes dela que contenham
as substancias ou classes de substancias responsaveis pela acdo terapéutica
(BRASIL, 2010). Os produtos naturais, de origem vegetal, continuam sendo fonte de
substancias potencialmente aplicaveis com propriedades biolégicas, farmacologicas
e terapéuticas (CALIXTO, 2005). Porém, estima-se que das 300 mil espécies de
plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum estudo
cientifico para avaliar suas potencialidades na preparacdo de novos produtos
farmacéuticos (BRANDAO et al., 2010).

A procura cada vez maior pela utilizacdo de terapias alternativas e
complementares para o tratamento ou cura de enfermidades (VEIGA JR et al.,
2005), como recurso terapéutico, despertam o interesse para as investigagcdes no
intuito de desenvolver fitoterapicos (BITTENCOURT et al., 2002), descobrir novos
usos das plantas (TULP; BOHLIN, 2002; PIRES, 2014) e disseminar esse valioso
bem, que é parte da cultura popular (HERNANDES, 2013). Neste contexto, destaca-
se o Brasil, por ser considerado como um dos paises de maior biodiversidade do
planeta, além de apresentar uma rica diversidade étnica e cultural (KLEIN, 2009).

Além disso, também se faz necessario a incorporacéo de plantas medicinais no
setor de saude publica, principalmente na Atencdo Priméaria a Saude no ambito de
Sistema Unico de Salde (SUS). Nesse sentido, a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) foi aprovada pelo decreto n° 5.813, de 22 de
junho de 2006, estabelecendo diretrizes e prioridades para o desenvolvimento de
acOes voltadas a garantia do acesso seguro e o uso racional das plantas medicinais

e fitoterapicos em nosso pais, assim como o desenvolvimento de tecnologias e
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inovacdes na area (BRASIL, 2006). A PNPMF foi avaliada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que normatizou registros de medicamentos
fitoterapicos. A incorporacao da pratica integrativa da fitoterapia no SUS culminou na
necessidade de pesquisas nessa area com o intuito de enriquecer o conhecimento
dos profissionais da saude, além de tornar as praticas fitoterapicas mais seguras e
eficazes (SANTOS et al, 2011). Neste contexto destaca-se a familia
Simaroubaceae, em especial a Simarouba amara que vem sendo utilizada pela
populacdo para diversas patologias. Por isso, se faz necessario o seu estudo

cientifico para comprovar tais usos.

A familia Simaroubaceae compreende 32 géneros com aproximadamente 200
espécies de distribuicdo tropical. Caracteriza-se quimicamente pela presenca de
guassinoides, metabdlitos secundéarios responsaveis por um amplo espectro de
atividades bioldgicas, dentre as quais destacam-se as acdes antitumoral,
antimalarica, antiviral, anorexigena, inseticida, amebicida, antiparasitaria, herbicida,
dentre outras (MENDES; CARLINI, 2007; BHATTACHARJEE et al.,2008; SILVA et
al., 2010).

Simarouba amara Aublet. (Simaroubaceae), popularmente conhecida como
“praiba”, “marupd”, “pau-paraiba’ (BONTE et al., 1996; ARRIAGA et al., 2002;
TAYLOR, 2005) ou caixeta, € uma arvore tropical de médio porte encontrada nas
Américas Central e do Sul bem como nas ilhas do Caribe. No Brasil, esta presente
na Amazénia, no nordeste em Estados como Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéo e
Pernambuco e também estd distribuida em estados do centro-oeste e Sudeste
(PIRANI; THOMAS, 2015). Apesar de Simarouba amara apresentar varias atividades
farmacoldgicas identificadas e ser extensamente usada na medicina popular do
Brasil, ainda verifica-se na literatura poucos dados acerca de suas propriedades

farmacoldgicas relacionadas a planta e a seguranca de seu uso pela populacéo.

Muitos metabdlitos secundarios obtidos de plantas medicinais tradicionais
despertam grande interesse, ndo s6 pelas atividades biolégicas exercidas pelas
plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela imensa
atividade farmacoldgica que possuem (SIMOES et al., 2007). Dentre essas
atividades, o efeito antagonista ou espasmolitico do extrato da planta testada na

musculatura lisa frente a atividade contrétil de varios mediadores quimicos como
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acetilcolina e histamina séo largamente investigados em modelos de teste in vitro
para elucidacao da atividade do extrato da planta testada (SCHLEMPER et al., 1996;
DE SOUZA et al, 2005; OLIVEIRA et al, 2006; GHAYUR et al., 2007;
CAVALCANTE et al., 2008).

Buscando contribuir com a pesquisa envolvendo plantas medicinais e
continuar com o0s estudos iniciais ja desenvolvidos com Simarouba amara,
pertencente a familia Simaroubaceae, verifica-se a importancia de estudar o seu
efeito sobre a musculatura lisa de cobaia, uma vez que 0s quassinoides presentes
na planta jA apresentam iniUmeras atividades descritas dentre elas: antimalérica,
antinflamatoria e antiparasitaria (DUKE, 1992; AJAIYEOBA et al., 1999; TOMA et al.,
2002, ARRIAGA, 2002). Deve-se salientar que substancias espasmoliticas possuem
uma gama de aplicacdo em processos fisiopatoldgicos, tais como: asma,
hipertenséo, arritmias cardiacas, angina do peito, disfuncéo erétil, espasmos renais,
intestinais e uterinos. Além disso, como 0s mecanismos de contracéo e relaxamento
muscular envolvem mobilizacdo de ions calcio e este ion medeia grande parte das
acles das drogas no nosso organismo, o musculo liso se apresenta como modelo

para se investigar mecanismos de acdo de substancias que envolvem a sinalizacéo

do Ca®* (WEBB, 2003).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. AIMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

Desde o inicio da humanidade, as praticas e 0os conhecimentos relativos a
natureza adicionaram valores econdémicos, culturais e sociais para as comunidades.
Com o surgimento das discussdes relacionadas ao uso sustentavel dos recursos
naturais, a sociedade moderna tornou-se ciente da importancia econdémica da
biodiversidade e reconheceu a contribuicdo do conhecimento tradicional para a
ciéncia e para a sociedade. O conhecimento tradicional, especificamente orientado
para o uso de plantas medicinais brasileiras, tem um papel fundamental no processo
de geracado de inovacdes para a industria, tanto por descobrir novas plantas e por

sugerir suas atividades farmacoldgicas (SOUZA et al., 2014).

O Brasil, além de possuir uma das maiores biodiversidades do mundo
também é detentor deuma riqueza de conhecimento acumulado por pessoas que
tem acesso direto a natureza e aos produtos dessa biodiversidade (SILVA, 2012).
Porém, apesar da riqueza da flora brasileira, nos dltimos 20 anos, o numero de
informacdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente
(CARNEIRO et al., 2014). Embora ndo se tenha muito investimento para pesquisas
com plantas medicinais, calcula-se que pelo menos metade das plantas contenham
substancias chamadas de principios ativos, as quais tém propriedades curativas e
preventivas para muitas doencas (LORENZI; MATOS, 2002).

Nos ultimos anos, a procura por drogas vegetais como recurso terapéutico
tem aumentado (NIERO, 2009) e o uso dessas ervas € feito na maioria das vezes
por adultos e idosos que buscam complementar o tratamento de uma doenca
cronica e geralmente acreditam que as plantas medicinais sdo uma alternativa isenta
de efeitos colaterais adversos (BRASIL, 2006). Outros fatores que motivam esse
aumento sédo a insatisfacdo com os resultados obtidos em tratamentos com a
medicina convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso
abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos
medicamentos e a medicina institucionalizada, a consciéncia ecolégica e a crenca

popular de que o natural € inofensivo (RATES 2001).
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Os produtos naturais vém recuperando seu espaco e importancia na industria
farmacéutica, sendo fonte e inspiracao para a atual farmacopeia (KINGSTON, 2011).
E importante salientar que alguns estados e municipios brasileiros vém realizando
nas ultimas décadas a implantacédo de programas de fitoterapia na atencao primaria
a saude, com o intuito de minimizar ou até mesmo suprir as caréncias
medicamentosas de suas comunidades. Atualmente, 12 medicamentos fitoterapicos
estdo disponiveis na rede publica para o tratamento da dor, inflamacédo, além de
outras doencas de baixa gravidade (BRASIL., 2012).

A resolugdo RDC n° 14 de 31 de marco de 2010, estabelece os requisitos
minimos para o registro de medicamentos fitoterapicos, ndo sendo considerado
medicamento fitoterapico aquele que inclui em sua composi¢do substancias ativas
isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacdes dessas com extratos vegetais.
Apenas aqueles obtidos exclusivamente de matérias primas vegetais ativas
(BRASIL, 2010). A RDC n° 26/2014, revoga a RDC n° 14/2010 separando 0s
fitoterapicos em duas classes, Medicamento Fitoterapico (MF) e Produto Tradicional
Fitoterapico (PTF), os medicamentos fitoterdpicos tém sua seguranca e eficacia com
base em ensaios clinicos enquanto que os produtos tradicionais fitoterapicos tem
gue apresentar provas de seguranca a longo prazo e da utilizacdo eficaz em seres
humanos (BRASIL., 2014; CARVALHO et al., 2014).

A Fitoterapia representa uma forma de terapia medicinal em notavel
expansdo, cujas projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM),
mostram que o mercado de medicamentos fitoterdpicos movimenta até 500 milhGes
de ddlares por ano no Brasil e apresenta um crescimento anual maior que o
mercado farmacéutico tradicional (BANDEIRA et al.,, 2011). Com o crescimento
desse mercado, sdo muitos os fitoterdpicos brasileiros produzidos, entre eles:
horteld, babosa, alho, caléndula, boldo e carqueja; jA& as principais classes
terapéuticas de fitoterapicos comercializadas sao os anti-inflamatérios, sedativos,
ansioliticos, antidepressivos e os auxiliares digestivos e hepaticos (SIMOES et al.,
1999; YUNES et al., 2001).

E, portanto, indispensavel continuar o processo de formacdo de recursos
humanos e Iutar pelo estabelecimento de programas direcionados para a

investigacao cientifica e tecnoldgica na area, buscando solugfes na rica
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biodiversidade brasileira, através da descoberta e desenvolvimento de fitoterapicos
genuinamente nacionais e que possam atender aos interesses da politica de saude
para a fitoterapia (BRASIL, 2004; KLEIN et al, 2009).

2.2. Simarouba amara Aublet

Simarouba amara tem uma longa histéria na medicina tradicional de muitos
outros paises. No Brasil, onde a planta € popularmente conhecida como “praiba”,
“‘marupa” e “pau-paraiba”, a decoccao alcodlica ou aquosa da casca do seu caule, a
gual constitui a principal fonte de utilizacdo, tem sido usada no tratamento da
malaria, inflamacgdes, diarreia, e como toénico, sendo tomada diariamente uma Xxicara
do decécto 2-3 vezes ao dia (BONTE et al., 1996; ARRIAGA et al., 2002; TAYLOR,
2005), além de ja estar disponivel na fitoterapia e na homeopatia (SOARES, 2014).

Simarouba amara tem sido usada popularmente desde o ano de 1713,
guando os exploradores franceses descobriram que tribos indigenas da floresta da
Guiana faziam uso da casca do caule da planta para tratar disenteria e malaria.
Quando a Franca foi acometida por uma disenteria endémica entre os anos de 1718
— 1725, o uso da decoccédo da casca do caule de S. amara foi um dos poucos
tratamentos efetivos, sendo usada até hoje naquela regido da Guiana para esse fim.
Outras tribos indigenas presentes em toda a floresta tropical sul-americana também
usam as cascas de S. amara como agentes antitérmico, hemostatico, tdénico, para
tratar malaria e disenteria (TAYLOR, 2005). E uma arvore tropical de médio porte,
gue atinge cerca de 35 metros, encontrada nas Américas Central e do Sul bem como
nas ilhas do Caribe (AZEVEDO et al.; 2010). Apresenta tronco reto, cilindrico, sem
raizes visiveis. A casca externa € de cor cinza-clara, de textura quase lisa a
levemente rachada, com fissuras finas verticais. A casca interna € amarelo-
esbranquicada, de textura arenosa e sabor amargo. As folhas sao alternas,
compostas, imparipinadas, com foliolos alternos, coriaceos e de base inequilatera.
Suas flores sdo unissexuais e dispostas em paniculas terminais (ESPINAL;
SIGIFREDO, 1986). O fruto € composto por cinco drupas pequenas, ovoides, até 1,5
cm de largura com uma semente cada, quando maduro, o fruto torna-se negro-
azulado (GONZALES et al.,1995). A imagem de Simarouba amara é mostrada na

figura 1.
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Figura 1: Espécie de Simarouba amara coletada no municipio de Recife-PE.
Fonte: arquivo pessoal.

A familia Simaroubaceae compreende 32 géneros com aproximadamente 200
espécies de distribuicdo tropical e subtropical do planeta. No Brasil, esta
representada pelos géneros Quassia L. e Picrolemma Hook. f., ocorrentes na regido
Amazobnica; Castela Turpin e Picrasma Blume - no sul do pais, além de Simaba
Aubl. e Simarouba Aubl., em quase todas as regides brasileiras (HALL et al., 1983).
Caracteriza-se quimicamente pela presenca de quassinoides, metabdlitos
secundarios responsaveis por um amplo espectro de atividades bioldgicas, dentre as
quais destacam-se as agfes antitumoral, antimalérica, antiviral (HIV), anorexigena,
inseticida, amebicida, antiparasitaria, herbicida, antituberculose, entre outros
(OKANO et al., 2000; MUHAMMAD et al., 2004; CARLINI., 2007; BHATTACHARJEE
et al.,, 2008; MENDES; SILVA et al., 2009; SILVA et al.,2010; CAVALCANTI et al.,
2012).

Em 1937 foram isolados os primeiros quassinoides de Quassia amara
L., a quassina e a neoquassina, de sabor amargo, caracteristico da presenca

de sustancias dessa classe. Os mesmos sdo encontrados quase que
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exclusivamente na familia Simaroubaceae, podendo ser considerados um marcador
taxondmico da mesma (ALMEIDA et al., 2007). Atualmente mais de 150
guassinoides foram obtidos de espécies da familia Simaroubaceae (KUMAR, 2009).
Além dos quassinoides, destacam-se outros metabolitos isolados e elucidados
estruturalmente como: alcaloides, triterpenos, esteroides, cumarinas, antraquinonas
e flavonoides (BARBOSA et al., 2011)

Em estudos de investigacdo fitoquimica realizados Polonsky et al. (1978)
foram isolados alcaloides, triterpenos e quassindides da casca de S. amara.
Grosvenor et al. (2006) conseguiram isolar 6 novos triterpenos das cascas de
Simarouba amara, além de dois outros compostos anteriormente conhecidos (3-
oxatirucalla-7, 24-dien-23-ol e niloticina). Coimbra (1994) isolou alcal6ides e taninos
da casca da planta. Dentre os alcaloides, a Canthin-6-ona tem sido reportada pelas
inUmeras atividades, tais como: antiviral, citotoxica, antiparasitaria, antibacteriana,
redutora de altos niveis de citocinas pro-inflamatoérias, dentre outras (SHOWALTER,
2013). No entanto, dentre os metabdlitos ja identificados na espécie, apenas taninos
e tracos de quassinoides foram identificados por CCD na amostra de Simarouba

amara utilizada nos estudos do nosso laboratério.

Em 1918, apds cerca de dois séculos de histéria documentada do uso da
casca do caule de S. amara para tratar a disenteria, a sua utilizacdo para esse fim foi
finalmente validada por médicos de um hospital militar da Inglaterra. Eles
demonstraram que o cha da casca foi um tratamento eficaz para a disenteria
amebiana em humanos. Em 1944, o Instituto Merck constatou em estudo que o cha
da casca de S. amara era realmente efetiva (91,8%) contra amebas intestinais em
humanos e, a mesma acédo foi descrita em 1962, nas sementes de S. amara em
seres humanos (TAYLOR, 2005).

Em 1947 ocorreu o primeiro estudo que comprovou a propriedade
antimalarica tanto da casca do caule quanto da raiz de S. amara. Quando cepas
resistentes aos antimalaricos existentes comecgaram a surgir, 0S quassinoides
isolados de S. amara foram estudados e apresentaram acdo antimalarica tanto in
vitro quanto in vivo. A partir dos anos 80 outras agdes foram descobertas como a

acao antimicrobiana, atividade amebicida e efeito bactericida dos extratos aquoso e
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hidroalcoolico as casca do caule de S amara frente as bactérias Salmonella typhosa
e Shigella flexineri. (TAYLOR, 2005).

Polonsky et al. (1978) isolaram os quassindides 13,18-dehidroglaucarubinona
e glaucarubinona do extrato aquoso da raiz de S. amara que apresentaram atividade
antiproliferativa contra células leucémicas, Bonté et al. (1996) evidenciaram uma
melhora na rehidratacdo na pele de mulheres adultas submetidas ao tratamento com
0 extrato aquoso da casca da raiz de S amara assim como houve maior
diferenciacdo dos queratindcitos em culturas de pele in vitro. Maranhéo et al. (2014)
demonstraram que o EASa apresentou agao anti-inflamatéria ao inibir a formacéo do
edema na pata de ratos Wistar. Provavelmente, por uma acdo inibitéria atribuida
inicialmente ao mediador histamina, atividade antiulcerogénica e efeito

hepatoprotetor significativo sobre a lesdo hepética aguda induzida por CCl4. A autora
sugere que este efeito hepatoprotetor pode ser devido a acdo inibitéria sobre a

formacdo de radicais livres por catequinas evidenciado pela recuperagdo das
enzimas antioxidantes e pela diminuicdo da peroxidardo de lipidios.

2.3. REGULACAO DA CONTRACAO E DO RELAXAMENTO DA MUSCULATURA
LISA

As células do musculo liso estdo presentes nas paredes de varios 0rgaos, tais
COmMo 0S vasos sanguineos, estbmago, intestino, bexiga e vias aéreas (HILL, 2011).
Anormalidades no processo de contratilidade do musculo liso determinam varias
desordens e doencas como hipertensdo (UEHATA et al., 1997), asma bronquica,
vaso espasmos cerebrais e coronarianos, disfuncao erétil e possiveis complicacdes
no trabalho de parto (WEEB, 2003) dispepsia, diarreia e colicas intestinais (KIM et
al.,2008). Logo, os ensaios farmacolégicos no musculo liso contribuem para o
desenvolvimento de futuros farmacos para serem utilizados no tratamento das
diversas enfermidades que acometem esse musculo.

A caracteristica que define as células domdusculo liso € a sua capacidade de
contracdo. Essa propriedade reflete a natureza excitavel dessas células, que permite,
através do potencial de membrana, o influxo de ca’'e a formacgao de pontes cruzadas
entre os filamentos proteicos de actina e miosina, principais responsaveis pelo
movimento de contracdo. A propriedade contratii do musculo liso desempenha um

importante papel funcional nos érgaos ocos do corpo tais como vasos
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sanguineos, trato intestinal, urinario, vias aéreas, vasos linfaticos, pénis e Utero,
permitindo mudancas dinAmicas no volume do lumen. Estas alteragbes podem
regular o movimento peristaltico do conteldo dos 6rgdos, tal como no trato
gastrointestinalcuja acdo causada pela contracdo sequencial de segmentos do

musculo liso é responséavel pela circulacao dos alimentos (HILL, 2011).

A contracdo no musculo liso em resposta a varios agentes é frequentemente
composta por duas fases: um componente fasico rapido, seguido por um lento mais
sustentado, o componente ténico (BOLTON, 1979; TANAHASHI et al., 2009).

Esta resposta bifasica é devido a fonte dual de Ca*® no masculo liso, uma
extracelular que permite o influxo de ca®* para o citoplasma, através dos canais na
membrana plasmatica e outra intracelular, que representa os estoques internos, em

especial o reticulo sarcoplasmatico (RS), que libera ca®? para o citosol (MA; PAN,
2003).

O célcio é um importante segundo mensageiro que desempenha um papel
fundamental em muitos processos celulares incluindo movimentos, secregcao e morte

celular (LAPORTE, 2004). Para desempenhar os processos intracelulares, o ca®*

liga-se a sitios especificos em proteinas de ligacao ao ca®*, sendo a proteina mais

conhecida e de maior afinidade pelo céalcio a calmodulina (CaM) (HEIZMANN, 1991).
Durante a contracdo do musculo liso, o célcio € o principal mensageiro intracelular
excitatorio da membrana. A sua concentracdo é dependente de um mecanismo de
transporte de ions localizada na membrana plasmatica e da regulacdo dos estoques
do reticulo sarcoplasmético (LAPORTE et al., 2004).

Na musculatura lisa um aumento na concentracdo de calcio citoplasmatico
([Ca2+) € a causa primaria para o inicio da contracdo (HILL et al.,, 2011), (VAN

BREEMEN; SAIDA, 1989). O inicio de uma resposta contrati no musculo liso
depende de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamento: eletromecanico,
envolvido com a mudanca de potencial da membrana, devido a uma despolarizacéo
de membrana diretamente associada ao aumento da concentragao extracelular de

potassio ([K']e) e aumento da [Ca2+]c através dos canais de Cay, e 0 acoplamento
farmaco-mecanico, que ocorre indiretamente, induzida pela ligacdo dos agonistas

aos seus receptores, levando a abertura de Cay, nha membrana plasmatica,

causando aumento de Ca®* citoplasmatico e, por fim gerando a contracdo maior do
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gue a observada apenas com a mudanca de potencial de membrana (SOMLYO;
SOMLYO, 2003).

A entrada de calcio na musculatura lisa visceral que vem do meio extracelular
é regulada pelo potencial de membrana, o qual determina a abertura dos Cay
(CATTERALL, 2011; WRAY et al., 2001), presentes na membrana celular da maioria
das células excitaveis (ALEXANDER et al., 2007). Essa familia de canais de ca’*

possui 10 membros, caracterizados conforme sua sequencia priméaria de
aminoacidos e suas funcdes fisioldgicas e sdo formados por 5 subunidades distintas.

Os canais de calcio ativados por alta voltagem (Cay-L) sdo assim subdivididos:
sensiveis a diidropiridinas, alvos de bloqueadores dos canais de calcio utilizados na
terapéutica e os nao diidropiridinicos (fenilalguilaminas) sdo os principais Cay
envolvidos no acoplamento excitacdo-contracdo e muitas vezes o Unico tipo de canal
de Ca®* expresso na maioria dos masculos lisos (WATTERMAN, 2000;
THORNELOE; NELSON 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005). A subfamilia dos
Cay2 sao ativados por alta voltagem, porém, ao contrario dos Cavl, séo insensiveis

a di-hidropiridinas, e seu principal local de expressdo é nos neurdnios, e por fim a
subfamilia dos Cav3 ou Cav-T, que para serem expressos necessitam de uma fraca
despolarizacdo, também sdo insensiveis a dihidropiridinas e atuam em iniumeros
tipos de células envolvidas na formacdo do potencial de acdo com padrdes
repetitivos (CATTERALL, 2011).

Os mecanismos farmaco mecéanicos da contracdo ocorrem quando um
agonista como a histamina, carbacol entre outros, se ligam aos seus receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol, através da proteina

Gq ou G11, os quais contém subunidades a que ativam a fosfolipase C 31 (PLC 1) e

acabam por promover a hidrolise de fosfolipideos presentes na membrana do tipo

4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2), produzindo o 1,4,5-trifosfato de inositol

(PIP3) e diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 2008).

O RS representa a principal fonte de ca?" intracelular. O IP3 estimula a liberacao
de Ca®* do RS guando se liga aos receptores de IP3 (IP3R), que sdo canais de célcio
ativados pelo IP3. Também encontram-se no RS os receptores de rianodina (RyR), que
sdo canais de calcio ativados pelo calcio liberado via IP3R num processo chamado de

liberacéo de ca* induzido pelo ca’* (CICR), ambos os receptores
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permitem a liberacdo de calcio do RS para o citosol, culminando num aumento do
[Ca®*]c (DELLIS et al., 2006). A liberagdo de Ca®* do RS induz o deslocamento da

proteina cinase C (PKC) para a membrana plasmatica que é ativada quando entra
em contato com o DAG. Vérias isoformas de PKC ja foram descobertas no musculo
liso, onde a ativacdo dessa cinase acarreta na fosforilagdo de proteinas alvo

especificas, como os Cay presentes na MP ativando-os e em seguida, promovendo o

influxo de Ca2+(BERRIDGE, 2009). Esse mecanismo inclui canais de calcio

voltagem dependente do tipo L, canais de calcio nao seletivos, liberacdo de célcio no
citosol e a bomba de sddio e céalcio (JANSSEN, 2002). Tem sido observado que o
influxo de calcio € o maio responsavel pelos aumentos nos niveis intracelulares
desse ion (KARAKI et al., 1997).

Quando o calcio se encontra em quantidades elevadas no meio
citoplasmatico, independentemente da fonte de origem, ele se liga a CaM formando
um complexo [(Ca2+)4-CaM] responsavel por ativar a cinase de cadeia leve da
miosina (MLCK). O complexo formado representa a forma ativa da MLCK, que tem
como funcao fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC) e esta fosforilacdo permite o
desencadeamento do mecanismo de ciclizacdo das pontes cruzadas entre 0s
filamentos de actina e miosina, favorecendo um deslizamento entre esses filamentos
gerando a contracdo (SOMLYO; SOMLYO, 1994; SOMLYO;SOMLYO, 2003).

Sendo o aumento de [Ca2+]c o estimulo que leva a contracgéo,

consequentemente seu relaxamento se da por diminuicdo dos niveis desse ion no
citosol (SOMLYO et al., 2004) desativando a MLCK. A fosfatase de cadeia leve da
miosina (MLCP), desfosforila a cadeia leve da miosina (MLC) causando o
relaxamento do musculo liso, sendo essa reacdo tipicamente lenta por isso as
contrac6es do musculo liso sdo mais sustentadas e se dissipam mais lentamente
que as reacdes do musculo estriado (GARRET; GRISHAM 1995). A principal
diferenca entre a contragdo do musculo liso inicial e a manutengéo dessa contragéo
esta no equilibrio entre a MLCK e a atividade da MLCP. Esse balan¢co age como um
mecanismo regulador reversivel de fosforilacdo/desfosforilacdo que integra a
contracdo do musculo liso (WATTERSON; 2005).

Esta diminuicdo na [Ca2+]c pode ocorrer através do mecanismo farmaco

mecanico, que se da pela ativacao de receptores de membrana e inibicdo das vias
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bioquimicas que levam a contracdo ou pelo mecanismo eletromecanico,

caracterizado pela hiperpolarizacao ou repolarizacdo (WOODRUM; BROPHY, 2001).

O mecanismo eletromecanico de relaxamento na musculatura lisa

gastrintestinal também envolve a abertura dos canais de K, entre eles: canais de
potassio sensiveis ao ATP (KaTp), canais de potassio voltagem dependente Ky, e

canais de potassio ativados por célcio (Kca), (NELSON; QUAYLE, 1995) que

desempenham um papel chave na regulacao do potencial de repouso da membrana,
na excitabilidade celular, e inibicdo da atividade contrétil, sdo canais ativados por

despolarizacdo de membrana e promovem efluxo de K*, o qual é responsavel
parcialmente pela repolarizacdo da membrana e pela manutencdo do potencial de

repouso (KO et al., 2010). A conducdo ao K determina varios processos celulares

incluindo secrecdo hormonal, manutencao do volume celular e controle da formacao
e propagacdao de sinais elétricos em células excitaveis (MACKINNON, 2003).

Os mecanismos de relaxamento no musculo liso pelo acoplamento farmaco-
mecanico podem ocorrer via GPCR acoplado a proteina Gs, cuja subunidade a ativa
a adenilil ciclase (AC) e gera AMPC. Além disso, a geracao de 6xido nitrico (NO) nas
células endoteliais adjacentes, estimulam a atividade da guanilil ciclase solavel
(GCs) que induz a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)

(MURTHY, 2006). Um dos mais importantes mecanismos relacionados ao
relaxamento das células da musculatura lisa se deve ao aumento dos niveis
citosélicos e AMPc e GMPc (PUETZ et al., 2009).

Sendo assim, ambas as proteinas cinases (PKA e PKG) fosforilam varios

substratos, levando a: (1) inibicdo os CAy, causando uma redu¢do na concentracao
do calcio citosélico por diminuir o influxo de Ca2+,(2) um aumento na atividade da
Ca®*- ATPase tanto no RS (SERCA) quanto na membrana plasmatica (PMCA),
aumentando assim o sequestro e extrusao de ca®® respectivamente, diminuindo a

[Ca®*]c, (3) diminuicdo do [Ca®*]c por ativagdo do trocador Na*/Ca®, (4) reducéo da
liberacdo de calcio do RS pela PKG através da fosforilacdo dos IP3R, (5) inibicdo da
MLCK, diminuindo sua afinidade pelo complexo calcio-calmodulina, reduzindo MLC
fosforilada e o processo contratil (6) ativacdo de canais de K, que, de forma indireta
causam a desativacao dos Cav por hiperpolarizacdo ou repolarizacdo (WOODRUM,;
BROPHY, 2001; DANILA; HAMILTON, 2004).
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O ileo de cobaia é uma ferramenta Util para revelar as propriedades antagonistas
de célcio, incluindo drogas antagonistas ja conhecidas (DAR; CHANNA, 1999), além
disso, ndo ha registros na literatura sobre estudos farmacoldgicos do EASa na
musculatura lisa, portanto, escolheu-se o ileo isolado de cobaia como um modelo
experimental para o teste e inicio de estudos que possam dar origem, no futuro, a
drogas que possam atuar em diversos processos fisiopatoldgicos como por exemplo
as colicas intestinas ou que venha a servir como uma ferramenta farmacoldgica nos

estudos pré clinicos de desenvolvimento de medicamentos espasmoliticos.
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3. OBJETIVOS
3.1. GERAL

Avaliar a atividade espasmolitica do extrato seco da casca de Simarouba amara
Aublet.

3.2. ESPECIFICOS

Investigar o efeito in vitro do extrato de Simarouba amara sobre a amplitude das
contracdes fasicas e tbnicas induzidas por diferentes agentes contrateis em ileo
isolado de cobaia e comparar seu efeito com o antagonista dos canais de calcio,
verapamil (VRP).

Averiguar o efeito in vitro do extrato de Simarouba amara sobre as curvas

concentracdo efeito cumulativas induzidas por histamina, carbacol e CaClz no ileo
isolado de cobaia e confrontar com o resultado obtido na presenca de verapamil
(VRP).

Observar o efeito do anti-histaminico Hi, hidroxizina e de sua associacdo com o
extrato de Simarouba amara, sobre as CCE cumulativas induzidas por histamina no
ileo isolado de cobaia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BOTANICO

As cascas do caule de Simarouba amara Aublet foram coletadas em fevereiro
de 2014, no bairro de Guabiraba-PE (7° 59’ 39” S e 34° 56’ 24” W Gr.) e identificadas
no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). A exsicata da planta foi depositada
no Herbario Dardano de Andrade Lima sob o nimero 88473.

4.2. TRATAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As amostras (cerca de 7 Kg) das cascas do caule de Simarouba amara foram
previamente secas a sombra, em local arejado e isento de umidade durante 48
horas. Em seguida, foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante, a
temperatura de 45 + 2°C até estabilizacdo da umidade residual. Ao final, as cascas
foram submetidas & moagem em moinho de facas, constituindo assim, a matéria-

prima vegetal.
4.3. EXTRACAO

A matéria-prima vegetal foi submetida a decoccédo (10:100, m/v) durante 10
minutos usando agua destilada como solvente extrator. O extrato aquoso da casca
do caule de Simarouba amara foi concentrado em liofilizador e apds o procedimento,
o rendimento do extrato seco de Simarouba amara foi de 12,15 g por litro ou 1,21%

do extrato aquoso da casca de Simarouba amara.
4.4. ANIMAIS

Cobaias adultos (Cavia porcellus) de ambos os sexos, pesando em torno de
350-500qg, obtidos de fornecedor comercial foram utilizados para experimentos in
vitro. Os animais foram adaptados por 72h, mantidos em gaiolas separadas sob

condicBes ambientais padrdo (22 + 2°C; 12:12 h ciclo de claro/escuro) e tiveram livre

acesso a agua e racao industrializada (Presence®, Purina, Brasil). Todos os
protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPE (Processo n°. 23076.060307/2014-95) de acordo
com o instituto nacional de guia de saude para o cuidado e uso de animais de
laboratério.
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4.5. DROGAS E REAGENTES

O dicloridrato de histamina e os cloridratos de carbamilcolina (CCh) e de

verapamil foram obtidos a partir de Sigma-AIdrich® (St. Louis, Missouri, EUA), o

cloreto de célcio (CaCly) cloreto de potassio (KCl), foram adquiridos de Vetec (Rio de

Janeiro, RJ, Brasil). Estas substancias foram dissolvidas e diluidas em &gua
destilada para obtencdo de cada solucdo estoque, as mesmas foram mantidas em
freezer a -20°C. Para cada protocolo experimental, essas solu¢gbes foram diluidas
em agua destilada para obtencdo de concentracdes apropriadas para cada
experimento.

4.6. SOLUCOES NUTRITIVAS

As solucdes nutritivas tiveram seu pH ajustado com HCI ou NaOH 1N para 7,4.
Todos os componentes utilizados nesta solucdo foram adquiridos de Vetec (Rio de

Janeiro, RJ, Brasil), sendo as suas composic¢des descritas abaixo:

Krebs modificado (mM): NaCl (117,0), KCI (4,7), MgSO4 (1,3), NaH2PO4 (1,2),
CacClz (2,5), glicose (11,0) e NaHCOs3 (25,0).

Krebs modificado despolarizante (KCI 70mM) nominalmente sem ca®’ (mM):
NaCl (51,7), KCI (70,0), MgS0O4 (1,3), NaH2PO4 (1,2), glicose (11,0 ) e NaHCOs3
(25,0).

A mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) foi adquirida da Air Liquide®

(Brasil).
4.7. MENSURACAO DA ATIVIDADE CONTRATIL DO ILEO DE COBAIA

Apo6s 18h de jejum e agua ad libitum, as cobaias foram eutanasiadas por
inalagcdo de CO2. Em seguida, foi realizada uma abertura na cavidade abdominal, e

um segmento de aproximadamente 15 cm do ileo foi cuidadosamente retirado e
colocado em placa de Petri contendo solugdo nutritiva de Krebs modificado a 37°C

sob gaseificagdo com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2). Apos a dissecacao,
0 segmento do ileo foi seccionado em fragmentos de 2-3 cm de comprimento,
suspensos individualmente em cubas de vidro (10 mL), numa tensdo de

aproximadamente 1g e deixados em repouso por 30 minutos para a completa
estabilizacdo da preparacdo. Durante este intervalo, a solu¢do nutritiva foi trocada a
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cada 10 minutos. As respostas foram registradas pelo sistema de aquisicdo de
dados PowerLab® 8/35 conectado a um computador com o software LabChart® 8,

ambos da ADInstruments.

4.8. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.8.1. Efeito do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) ou verapamil (VRP)
sobre as contragdes fasicas induzidas por histamina, carbacol e KCI

Apés o periodo de estabilizacdo, duas contracdes de amplitudes similares
foram obtidas com 1 yM de histamina, 1 uM de carbacol ou 40 mM de KCI com
intervalo de 30 minutos. A segunda contragédo foi definida como controle (100%).
Posteriormente, o extrato de Simarouba amara (EASa, 125, 250, 500, 1000 e 2000
Mg/mL) foi adicionado a cuba. Cada preparagdo foi exposta a apenas uma
concentracdo do extrato. ApGs o periodo de incubagdo de 30 minutos, uma terceira
contracdo induzida pelos agentes contrateis foi obtida na presenca do extrato e a
amplitude foi mensurada. O efeito inibitério exercido pelo extrato foi calculado como
um percentual da contracdo controle. O mesmo protocolo foi realizado com as

concentragdes de (0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 yM) de verapamil.

4.8.2. Efeito do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) ou verapamil (VRP)

sobre as contracfes tonicas induzidas por histamina, carbacol e KCI

Duas contracbes de amplitudes similares foram obtidas com 1 uM de
histamina, 1 uM de carbacol ou 40 mM de KCI, apds o periodo de estabilizacdo de
30 minutos. O platd da segunda contracdo foi definido como controle (100%).
Durante a fase tbnica sustentada da terceira contragéo, o extrato foi adicionado de
maneira cumulativa a cuba, em diferentes preparacbes e em concentracdes
crescentes (62,5; 125; 187,5; 250; 312; 375; 437,5; 500; 562,5; 625; 687,5; 750; 812;
875; 937,5; 1000 e 2000 pg/mL). O relaxamento foi expresso como a porcentagem
reversa da contracdo inicial produzida pelos agentes contrateis. O mesmo
experimento foi realizado com verapamil nas concentra¢bes: 0,025; 0,05; 0,1; 0,2;
0,4 e 0,8 uM.
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4.8.3. Efeito do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) ou verapamil nas
curvas concentracdo-efeito cumulativas induzidas por histamina e

carbacol

As preparacdes foram lavadas a cada 10 minutos durante um intervalo de 30
minutos para a completa estabilizacdo e, em seguida, foram obtidas duas contracdes
de mesma magnitude com 1 puM de histamina com intervalo de 30 minutos.
Posteriormente foram obtidas CCE cumulativa (VAN, ROSSUM, 1963) e crescente
com histamina (10'9 - 3.10° M) ou carbacol (10'9- 3.10°° M) na auséncia ou

presenca (pré-incubagdo por 30 minutos do EASa 125, 250 e 500 ug/mL) em
experimentos independentes.

Os resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta
contratil na presenca do extrato com a curva obtida na auséncia do extrato (curvas
controle, 100%). O mesmo protocolo foi realizado para o verapamil nas
concentragdes de 0,1; 0,4 e 0,8 pM.

4.8.4. Efeito do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) ou verapamil (VRP)
nas curvas concentracao-efeito cumulativas induzidas por CaCl2

Apbs o periodo de estabilizacdo do érgao por 30 minutos, a solu¢do de Krebs
modificado foi substituida pela solucédo despolarizante (70mM de KCI) nominalmente

sem Ca’*, por um periodo de 45 minutos, efetuando-se lavagens a cada 10 minutos.
Em seguida, foram induzidas duas CCE cumulativa e crescente com CacCly (10'6 -

10'1M). Na auséncia do CaClp, o EASa foi incubado por 30 minutos nas diferentes
concentragcdes (125, 250 e 500 pg/mL) e em experimentos independentes. Na
presenca do EASa uma terceira CCE cumulativa ao CaCl; foi obtida. Os resultados

foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta contratil na presenca do
extrato com a Ultima curva obtida na auséncia do extrato (curva controle, 100%). O
mesmo protocolo foi realizado para o verapamil nas concentracdes de (0,1; 0,4 e 0,8

puM).
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4.8.5. Efeito da hidroxizina e de sua associacdo com o EASa nas curvas

concentragao — efeito cumulativas induzidas por histamina

As preparagdes foram lavadas a cada 10 minutos durante um intervalo de 30
minutos para a completa estabilizacdo e, em seguida, foram induzidas duas CCE

cumulativa e crescente com histamina (10'9 - 10 M), em que a segunda curva foi
definida como controle (100%). Em seguida, hidroxizina (0,125 e 0,250 puM) ou
hidroxizina + EASa (0,125 + 0,250 uM e 250 + 500 pg/mL) foram adicionados ao
banho. Apés um periodo de incubacdo de 30 min, uma nova CCE cumulativa foi
induzida pela histamina (10'9 - 10 M) e a sua amplitude foi medida. Os efeitos

inibitérios foram comparados com a curva controle.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises foram expressos como média + erro padrao da
média (E.P.M). A diferencga entre os grupos foi estabelecida pela analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia para
rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (P <0,05). O efeito maximo e o
logaritmo negativo da concentracdo molar de agonista que produz 50% do efeito

maximo (pECsp) foram obtidos graficamente a partir da curva de concentracdo-

resposta. As andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 6.0
de GraphPad Software Inc. (EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Simarouba amara (EASa) OU
VERAPAMIL (VRP) NAS CONTRACOES FASICAS INDUZIDAS POR
HISTAMINA, CARBACOL E KCI EM ILEO DE COBAIA.

O EASa (250 e 500 pg/mL) reduziu as contracbes fasicas induzidas por
histamina 1uM (Figura 2A) de maneira significativa. A porcentagem de reducéo da
contracdo (n = 6) foi de 100% (controle) para: 58,63 = 8,28 e 41,45 + 6,54%,
respectivamente. A menor dose (125 pg/mL) ndo produziu inibicdo estatisticamente
significativa 88,75 + 3,76%.

Nas contracdes fasicas induzidas por carbacol 1uM (Figura2B), o EASa (250,
500 e 1000 pg/mL) inibiu as contracdes de forma significativa, exceto na menor
concentracao do extrato (125 pg/mL - 91,27 = 6,31%). A porcentagem de reducgéo da
contracao (n = 6) foi de 100% (controle) para: 68,45 + 7,38; 64,53 + 3,00 e 35,10 +
4,26%, respectivamente.

Frente as contragfes induzidas por KCI 40 mM (Figura 2C), o EASa (500, 1000
e 2000 pg/mL) mostrou uma acgéo espasmolitica, afora nas concentracdes de (125 e
250 pg/mL - 93,75 + 5,05; 90,53 + 3,95%). A porcentagem de reducdo da contracéo
(n = 6) foi de 100% (controle) para: 64,43 + 5,33; 63,27 + 5,38 e 43,80 + 2,70%.

O bloqueador dos canais de calcio, verapamil (VRP) nas concentracdes de (0,4
e 0,8 uM) reduziu a amplitude das contracdes fasicas induzidas por histamina 1 uM
(Figura 3A) de maneira significativa. A porcentagem de reducéo da contragéo (n = 6)
foi de 100% (controle) para: 54,15 + 5,40 e 43,38 + 5,43%, respectivamente.

Efeito inibitorio concentracdo-dependente foi observado frente as contracdes
induzidas por carbacol 1 uM (Figura 3B). A porcentagem de reducao da contracao (n
= 6) foi de 100% (controle) para: 69,93 + 5,02 e 39,63 + 2,36% respectivamente.

O verapamil nas concentracbes de (0,4; 0,8; 1,6 e 3,2 puM) diminuiu
significativamente as contracdes induzidas por KCI 40 mM (Figura 3C). A
porcentagem de reducao da contracao (n = 6) foi de 100% (controle) para: 63,54 +
6,84; 60 £ 7,88; 60 + 4,28 e 47,20 + 2,73%, respectivamente.
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Em todos os experimentos, a responsividade do ileo de cobaia aos agentes

contrateis testados foi restabelecida apds 30 minutos da retirada do extrato da cuba.

Figura 2. Efeito do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) nas contracdes fasicas
induzidas por 1 uM de histamina (A), 1 uM de carbacol (B) e 40 mM KCI (C) em ileo isolado
de cobaia (n = 6). Os simbolos e barras verticais representam a meédia + e.p.m. (n = 6).
*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls, p< 0,05).
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Figura 3. Efeito do verapamil (VRP) nas contrac¢des fasicas induzidas por 1uM de histamina
(A), 1 uM de carbacol (B) e 40 mM KCI (C) em ileo isolado de cobaia (n = 6). Os simbolos e
barras verticais representam a média + e.p.m. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).

A
100 A VRP (pM)
801 C controle
s - Cd o4 pum

60 J ¥
s i . 1038 M
< T
- 404
c
o
O
204

o
L



100 -

o
o
1

(e2}
o
1 M

SN
o
1

Contracdo (%)

N
o
1

o
L

1001

[os]
o
1

»
o
1 i

N
o
1

Contracao (%)

N
o
1

o
L

VRP (pM)

1 controle
3 vrRP 04pM
C3d vrRP 08pM

VRP (pM)

controle
0,4
0,8
1,6
3,2

goooo

44



45

5.2. EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Simarouba amara (EASa) OU (VRP)

SOBRE AS CONTRACOES TONICAS INDUZIDAS POR HISTAMINA,
CARBACOL E KCI.

O EASa (125, 187,5; 250; 312; 375; 437,5 e 500 pg/mL) relaxou de maneira
significativa o ileo de cobaia pré-contraido com 1 pM histamina, exceto na menor
concentracao (62,5 pg/mL - 10,00 + 2,55%), (Figura 4A). A porcentagem de reducéo
da contracao (n = 6) foi de 0% (controle), para: 18,37 + 3,25; 24,61 + 2,95; 34,13 £
3,46; 40,11 + 3,94; 44,94 + 3,79; 47,90 + 3,84 e 50 * 3,96%, respectivamente.

A contracdo tonica no ileo de cobaia pré-contraido por 1 puM de carbacol
(Figura 4B) foi inibida de maneira significativa pelo EASa (62,5; 125; 250; 500; 750;
1000 e 2000 pg/mL). A porcentagem de reducdo da contragdo (n = 6) foi de 0%
(controle), para: 11,63 + 3,04; 21,75 + 3,49; 24,32 + 4,41, 37,61 + 4,83, 45,16 £ 1,83;
60,70 £ 3,62 e 71,21 + 4,02%, respectivamente.

No ileo isolado de cobaia pré-contraido com 40 mM KCI (Figura 4C) ocorreu
relaxamento de maneira significativa quando na presenca do EASa (125; 250; 500;
750; 1000 e 2000 pg/mL), exceto na concentracao de (62,5 pg/mL - 5,42 + 2,26%). A
porcentagem de reducdo da contracdo (n = 6) foi de 0% (controle), para: 14,80 +
3,92; 28,78 + 4,18; 38,79 + 4,75; 46,95 + 4,92; 51,79 + 1,07 e 63,45 + 1,20%,

respectivamente.

O VRP (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 uM) relaxou de maneira significativa o
ileo de cobaia pré-contraido com 1 uM de histamina (Figura 5A). A porcentagem de
reducdo da contracéo (n = 6) foi de 0% (controle), para: 37,01 £ 6,53; 51,98 * 5,29;
62,80 £ 5,76; 73,41 £ 5,92; 78,20 + 5,85 e 83,81 + 5,53%, respectivamente.

O VRP nas mesmas concentragbes, produziu relaxamento estatisticamente
significativo no ileo pré-contraido com 1 uM de carbacol (Figura 5B). A porcentagem
de reducado da contracao (n = 6) foi de 0% (controle), para: 50,30 + 6,71; 57,11 *
5,93; 65,54 + 5,75; 73,01 £ 5,30; 81,05 + 3,27 e 87,92 + 2,29% respectivamente.

Da mesma forma, o VRP, nas mesmas concentracdes, relaxou de maneira
significativa o ileo pré-contraido com 40mM de KCI (Figura 5C). A porcentagem de
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reducdo da contracéo (n = 6) foi de 0% (controle), para: 48,66 + 6,20; 58,58 + 6,38;
67,89 £ 6,68; 78,88 + 4,59; 86,26 + 2,90 e 91,30 £ 2,22%, respectivamente.

Figura 4. Efeito do EASa nas contracfes tbnicas induzidas por 1uM de histamina (A), 1uM
de carbacol (B) e 40Mm KCI (C) em ileo isolado de cobaia (n = 6). Os simbolos e barras
verticais representam a média + e.p.m. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).
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5.3. EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Simarouba amara (EASa) OU (VRP)
NAS CURVAS CONCENTRACAO-EFEITO CUMULATIVAS INDUZIDAS POR
HISTAMINA E CARBACOL.

O EASa (125, 250 e 500 pg/mL) reduziu de maneira significativa o efeito
maximo (Emax) da curva induzida por histamina (10'9 - 3.10° M). Nao houve

deslocamento da curva a direita, ou seja, os valores de pCEso ndo foram
estatisticamente diferentes do controle (Figura 6A e Tabela 1).

Nas contracdes induzidas por carbacol (10'9- 3.10'6M), 0 EASa (125, 250 e 500

png/mL) reduziu de forma significativa e concentracdo-dependente o Emax da curva

cumulativa de carbacol sem alterar estatisticamente os valores de pCEso (Figura 6B
e Tabela 2).

O verapamil (0,1; 0,4 e 0,8 uM) produziu inibicdo significativa e concentracao-
dependente no Emax da curva cumulativa induzida por histamina (10'9- 3.10'6M),

entretanto, ndo modificou os valores de pCEso (Figura 7A e Tabela 3).

Nas curvas concentracdo resposta induzidas por carbacol (10'9- 3.10'6M), o]
verapamil (0,1; 0,4 e 0,8 uM), também induziu um perfil de curva similar ao obtido
com histamina, ou seja, reducdo estatistica e concentracdo-dependente do Emax,
sem alterar os valores de pCEso (Figura 7B e Tabela 4).

Figura 6. Curva concentracéo efeito cumulativa de histamina (A) e carbacol (B) na auséncia
(controle) e presenca (pré-incubacdo por 30 min) do extrato aquoso de Simarouba amara
(EASa, 125, 250 e 500 pg/mL) em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e barras verticais
representam a média + e.p.m. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle (ANOVA de

uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).
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Tabela 1. Valores de Emax (%) e pCEso da histamina na auséncia (controle) e presenca

(pré-incubacao por 30 min) do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa, 125, 250 e 500

pg/mL) em ileo isolado de cobaia.

Emax (%) pCEso
histamina (controle) 100,00 £ 0,00 7,04 £ 0,07
EASa 125 pg/mL 75,64 £ 8,47* 7,22 +£0,11
250 pg/mL 53,41 £ 4,26* 7,08 £ 0,13
500 pg/mL 46,11 * 8,85* 7,03+0,31

Os valores representam a média £ e.p.m. (n = 6). (*) Estatisticamente diferente do controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).

Tabela 2. Valores de Emax (%) e pCEso de carbacol na auséncia (controle) e presenca (pré-

incubacao por 30 min) do extrato aquoso de Simarouba amara (EASa, 125, 250 e 500
Mg/mL) em ileo isolado de cobaia.

Eméx (%) pCEso
carbacol (controle) 100,00 £ 0,00 7,11 £ 0,03
EASa 125 pg/mL 80,90 + 2,07* 7,07 £ 0,06
250 pg/mL 62,31 + 2,84* 7,05 + 0,08
500 pg/mL 53,75 + 2,96* 6,98 + 0,08

Os valores representam a média £ e.p.m. (n = 6), (*) Estatisticamente diferente do controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).

Figura 7. Curva concentracéo efeito cumulativa de histamina (A) e carbacol (B) na auséncia
(controle) e presenca (pré-incubagéo por 30 min) do verapamil (VRP, 0,1; 0,4 e 0,8 yM) em
ileo isolado de cobaia. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m. (n = 6).
*Estatisticamente diferente do controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls, p< 0,05).
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Tabela 3. Valores de Eméax (%) e pCEso de histamina, na auséncia (controle) e presenca

(pré-incubacéo por 30 min) de verapamil (VRP, 0,1; 0,4 e 0,8 pM) em ileo isolado de cobaia.

Emax (%) pCEso
histamina (controle) 100,00 + 0,00 7,04 £ 0,06
VRP 0,1 puM 71,32 £ 0,65* 6,79 £ 0,20
0,4 uM 45,79 + 1,98* 6,62 + 0,27
0,8 uM 26,89 + 0,82* 7,06 £0,14

Os valores representam a média = e.p.m (n = 6). (*) Estatisticamente diferente do controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).

Tabela 4. Valores de Emax (%) e pCEso de carbacol, na auséncia (controle) e presenca

(pré-incubacgéao por 30 min) de verapamil (VRP, 0,1; 0,4 e 0,8 uM) em ileo isolado de cobaia.

Emax (%) pPCEso
carbacol (controle) 100,00 = 0,00 7,11 £ 0,03
VRP 0,1 uM 70,27 £ 5,75* 7,32+0,10
0,4uM 48,38 + 2,95* 7,39 £ 0,09
0,8uM 33,72 + 3,04* 7,31+0,10

Os valores representam a média + e.p.m (n = 6), (*) Estatisticamente diferente do controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).

5.4. EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Simarouba amara (EASa) OU
VERAPAMIL (VRP) FRENTE AS CURVAS CONCENTRACAO EFEITO
INDUZIDAS POR CaClz EM MEIO DESPOLARIZANTE NOMINALMENTE SEM

ca%t.

O EASa (125, 250 e 500 pg/mL) reduziu de maneira significativa o efeito
maximo (Emax) das contracbes induzidas por CaCly (10'6- 107t M). Para a maior

dose (500 pg/mL) houve deslocamento da curva a direita de 6,5 vezes, ou seja, para
essa concentracdo o valor de pCEso foi estatisticamente diferente do controle
(Gréfico 8 e Tabela 5).
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O VRP (0,1, 0,4 e 0,8 pM) inibiu estatisticamente o Emax das contracbes
induzidas pelo aumento da concentracdo de CaClo (10'6 - 101 M) em meio

despolarizante nominalmente sem Ca®*. As curvas cumulativas ao CaCly foram
desviadas a direita em respectivamente 8,1; 11,5 e 15,1 vezes. Houve alteracédo
significativa dos valores de pCEso para as concentracbes de 0,4 e 0,8 pM de
verapamil (Grafico 9 e Tabela 6).

Figura 8. Curva concentragéo efeito cumulativa de CaCl2 em meio despolarizante (KCl 70
mM) na auséncia (controle) e presenca (pré-incubacdo por 30 min) do extrato aquoso de
Simarouba amara (EASa, 125, 250 e 500 ug/mL) em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e
barras verticais representam a média £ e.p.m. (n = 5). *Estatisticamente diferente do controle
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05).
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Tabela 5. Valores de Eméax (%) e pCEso de CaCl2, na auséncia (controle) e presenga

(pré-incubacéo por 30 min) de EASa em ileo isolado de cobaia.

Emax (%) pCEso
CaCl2 (controle) 100,00 + 0,00 2,65+ 0,05
EASa 125ug/mL 54,76 * 3,43* 2,65+ 0,05
250 pg/mL 57,52 + 3,10* 2,41 £ 0,06
500 pg/mL 38,78 + 3,13* 2,07 £0,11*
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Os valores representam a média = e.p.m (n = 5), (*) Estatisticamente diferente do controle, ANOVA de

uma via, seguido pelo teste de Newman Keuls, p< 0,05.

Figura 9. Curva concentracdo efeito cumulativa de CaCl2 em meio despolarizante (KCI 70

mM) na auséncia (controle) e presenca (pré-incubacdo por 30 min) de verapamil (VRP, 0,1;

0,4 e 0,8 uM) em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e barras verticais representam a média

+ e.p.m. (n = 5). *Estatisticamente diferente do controle (ANOVA de uma via seguido pelo

teste de Newman-Keuls, p< 0,05).
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Tabela 6. Valores de Eméax (%) e pCEsp do CaCl2, em meio despolarizante (KCl 70 mM)
na auséncia (controle) e presenca (pré-incubacéo por 30 min) de verapamil (VRP, 0,1; 0,4 e
0,8 uM) em ileo isolado de cobaia.

Emax (%) pCEso
CaClz2 (controle) 100,00 + 0,00 2,68 £ 0,04
VRP 0,1 uM 73,87 + 8,00* 1,88 + 0,06*
0,4 uM 68,66 + 9,08* 1,67 + 0,08*
0,8 uM 56,02 + 5,06* 1,45 + 0,04*

Os valores representam a média = e.p.m (n = 5), (*) Estatisticamente diferente do controle, ANOVA de
uma via, seguido pelo teste de Newman Keuls, p< 0,05.

5.5 EFEITO DA HIDROXIZINA E DE SUA ASSOCIACAO COM O EASa NAS
CURVAS CONCENTRACAO EFEITO CUMULATIVAS INDUZIDAS POR
HISTAMINA

O antagonista de receptor histaminérgico H1, hidroxizina (0,125 e 0,250 uM)

produziu reducgdo significativa do Emax € deslocamento a direita da curva de
histamina de respectivamente 16,2 e 15, 4 vezes. Houve alteracao significativa dos
valores de pCEso para as concentracdes de 0,125 e 0,250 uM de hidroxizina (Gréfico
10A e Tabela 7).

Quando o EASa (250 e 500 ug/mL) foi associado ao antagonista histaminérgico
houve potencializagdo significativa da reducdo do Emax das contracbes induzidas

pela histamina (10'9 - 10 M) quando em presenca de hidroxizina, contudo, os

deslocamentos das curvas cumulativas a direita (de 16,2 e 15, 4 vezes para 19,5 e
22,8 vezes respectivamente) ndo foram estatisticamente diferentes das obtidas na
presenca da hidroxizina (Figura 10B e Tabela 7).

Figura 10. Curva concentragdo-efeito cumulativa de histamina na auséncia (controle) e
presenca de hidroxizina (0,125 e 0,250 pM, A) e sua associagdo com EASa (250 e 500
pug/mL, B) em ileo isolado de cobaia. Os simbolos e barras verticais representam a média +
e.p.m. (n = 6). *Estatisticamente diferente do controle (ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Newman-Keuls, p< 0,05).
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Tabela 7. Valores de Eméx (%) e pCEso de histamina na auséncia (controle) e presenca
(pré-incubacéo por 30 min) de hidroxizina (HXZ, 0,125 e 0,250 yM) e sua associacao com
extrato aquoso de Simarouba amara (EASa, 250 e 500 ug/mL) em ileo isolado de cobaia.

tratamento Emax (%) pCEso
histamina (controle) 100,00 + 0,00 7,08 £0,04
HXZ 0,125 yM 84,53 + 6,44* 5,46 + 0,28*
HXZ 0,250 uM 63,25 = 4,63* 5,54+ 0,19*
HXZ 0,125 uM + EASa 250 pg/mL 32,72 + 1,95* 5,13 + 0,23*
HXZ 0,250 pM+ EASa 500 pg/mL 17,83 + 2,48* 4,80 + 0,74*

Os valores representam a média = e.p.m. (n = 6), (*) Estatisticamente diferente do controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls, p< 0,05)
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6. DISCUSSAO

A cdlica intestinal € comumente causada por fortes contracfes da musculatura
lisa, por meio da acdo do sistema nervoso entérico. Clinicamente, a dor causada
pelos espasmos gastrintestinais normalmente é tratada com drogas que induzem o
relaxamento dessa musculatura (SATO et al., 2007). InUmeras plantas e fitoterapicos
séo relatados na literatura como agentes espasmoliticos (RYU et al., 2004; VIANA et
al., 2007; YANG et al., 2011; DA ROCHA, 2012; FORLIN, 2012; PATEL et al., 2014;
SHIROLE et al., 2015). Embora algumas espécies vegetais sejam utilizadas para
problemas gastrintestinais na medicina popular nenhum estudo direcionado a este

tipo de atividade foi encontrado para Simarouba amara.

Neste trabalho, buscou-se investigar o efeito espasmolitico do extrato aquoso da
casca do caule de Simarouba amara na musculatura lisa do ileo de cobaia, em
modelo in vitro. Pela primeira vez, a atividade espasmolitica do EASa foi
apresentada. Portanto, os resultados aqui apresentados trardo uma grande
contribuicdo para a farmacologia da espécie Simarouba amara e por sua vez, para a
familia Simaroubaceae. O efeito espasmolitico do EASa foi demonstrado podendo
estar relacionado com o alivio das colicas intestinais ja relatado nos usos

etnofarmacoldgicos.

Muitos agonistas induzem a contracdo do musculo liso da cobaia atuando em

diferentes tipos de receptores, como a histamina (receptor Hi), acetilcolina (receptor
muscarinico M3), serotonina (receptores 5-HT?) e prostaglandinas (receptores EP1,

EP3 e TP). O musculo liso também pode ser contraido através de estimulos

eletromecéanicos, despolarizando a membrana plasmatica das células musculares
pelos chamados agentes despolarizantes, como o cloreto de potassio e o cloreto de
bario (LARSSON et al.,, 2011; NATIVIDAD et al., 2011; SANTOS et al., 2012).
Entretanto, existem drogas que inibem a contracao induzida por mais de uma classe
de agente contratil, seja ele agonista ou despolarizante. Este efeito sobre a
musculatura lisa, chamado espasmolitico ndo-seletivo, € muito observado com
extratos de plantas, e as substédncias com acédo espasmolitica tém aplicacdo em
varios processos fisiopatoldégicos como asma, hipertensédo e colicas decorrentes de
espasmos intestinais e uterinos (CAVALCANTE, 2001).
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Com a finalidade de se investigar o EASa frente as contracdes fasicas induzidas
por histamina, carbacol ( agonistas de acoplamento misto) e KCI ( eletromecéanico)
observou-se que o EASa inibiu as contragfes fasicas induzidas pelos diferentes
agentes contrateis testados de maneira significativa o0 que comprova 0 USO
etnobotanico dessa espécie da familia Simaroubaceae para desordens intestinais,
como ja era esperado, o verapamil (controle positivo) inibiu as contracdes féasicas
induzidas pelos trés agentes testados.

O principal gatilho para a contracdo do musculo liso € um aumento da concentracao
intracelular de calcio ([Ca2 "))i. Este aumento provoca a ligacdo de ca®t com a
calmodulina (CAM) e este complexo ativa MLC quinase (MLCK) para fosforilar MLC e
promover a interacdo da miosina Il com a actina, levando a um ciclo de pontes cruzadas
e causando assim a contracdo. No musculo liso, a contracdo pode ocorrer através da
despolarizacdo da membrana pelo aumento de K* levando a um aumento na [Ca2+]i ou

induzida por um agonista, que ocorre independentemente da variacdo do potencial de
membrana. Agonistas como o carbacol e histamina ligam-se a receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do fosfatidilinositol, geralmente por ligacdo a
proteina Gg produzindo inositol (1,4,5) — trifosfato (IP3), que estimula a liberacdo de

ca’" do reticulo sarcoplasmético (RS). Agonistas contrateis também podem elevar

libertacdo de Ca’* através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca2+por
meio de varios tipos de canais, dentre eles os canais de célcio operados por voltagem

(Cav) (WATTERSON et al., 2005).

O EASa mostrou inibicdo da contracdo de forma independente do receptor
com todos os agentes contrateis testados, inclusive o KCIl. Como fator comum a
todas essa vias € o canal para calcio, resolveu-se avaliar seu efeito sobre o
componente ténico da resposta contratil induzida por histamina, carbacol ou KCI no
ileo de cobaia. A contracdo tbnica induzida pelos diferentes agentes contrateis,
dependentes das reservas intracelulares de calcio, foram significativamente
reduzidas, mas nao abolidas, tanto pelo verapamil (BERRIDGE, 1987; KARAKI et
al.,, 1997) bloqueador dos canais de calcio do tipo L, quanto pelo EASa. Os
constituintes presentes em diferentes plantas medicinais podem apresentar o seu
efeito espasmolitico através do bloqueio dos canais de calcio. (GILANI et al., 2005;

KHAN et al., 2011; SHAH et al., 2011). Dessa forma, podemos sugerir que o EASa



62

pode inibir o influxo de célcio através dos Cay para gerar os efeitos espasmoliticos

nao seletivos.

Para testar a hipétese de que o antagonismo das contracdes induzidas pelos
agonistas ndo se d4a em nivel de receptor, e sim em um passo comum da via de
sinalizacdo que leva a contragao por esses agentes, uma vez que cada agonista tem
seu proprio sistema receptor, avaliou-se a caracteristica do bloqueio induzido pelo
EASa frente as curvas concentragdo resposta cumulativas a histamina e carbacol e

verificou-se que o EASa nédo deslocou as curvas cumulativas a histamina e carbacol,
porém houve reducgdo significativa do Emax. evidenciando a sua inibicdo. Este

resultado sugeriria o0 blogueio do influxo de célcio através da membrana
citoplasmatica. O mesmo tipo de resposta foi observado pelo verapamil, do qual ja
se conhece 0 mecanismo de agao.

As contra¢des induzidas por histamina (receptor Hi) e carbacol (receptor M3)

foram inibidas pelo EASa e pelo antagonista dos canais de célcio verapamil. Diante
do conjunto de resultados obtidos é improvavel que o extrato exerca seu efeito
espasmolitico mediado por receptores especificos. As contracdes produzidas por
estes agentes sdo dependentes do calcio extracelular, que exercem seu efeito
contratil ao aumento a [(Ca)]i (BOLTON, 1979), indicando assim que o extrato pode
reduzir as respostas contrateis da histamina e do carbacol em ileo de cobaia por

inibir o influxo de calcio através dos canais de calcio voltagem dependentes (Cay).

Sabendo que o ileo € um 6rgdo totalmente dependente de variacdo do
potencial de membrana (NOUAILHETAS et al., 1985) e como o componente ténico
da contracdo induzida por agonistas de acoplamento misto (farmaco e
eletromecanico) como o carbacol e a histamina (BOLTON et al., 1981) ou por um
agente despolarizante (KCI) (acoplamento eletromecanico) é mantido quase que

exclusivamente por influxo de Ca®" através dos Cay (BOLTON, 2006), resolveu-se
estudar a hipétese do EASa estar agindo por bloqueio de de influxo de Ca’" através

dos Cay.

Os Cay estdo presentes na maioria das ceélulas excitaveis. Pelo menos 10
tipos diferentes de Cay foram até agora descritos e estdo divididos em trés grandes

familias: (1) sensiveis a di-hidropiridinas, ativados por alta voltagem, Cay1 (tipo L);
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(2) insensiveis a di-hidropiridinas e ativados por alta voltagem, Cay2; e (3) ativados
por baixa voltagem, Cay3 (tipo T) (ALEXANDER et al.,, 2011). Os Cayl.2 séo
amplamente expressos no corpo humano (musculo liso, cardiaco, neurénios e
células enddcrinas) (CATTERALL et al., 2005). Os Cay mais expressos em ileo de

cobaia sdo os do tipo L (CaV-L) (BOLTON, 1979), atualmente chamados de Cay 1.2
(CATTERALL et al., 2005).

Caso o EASa estivesse realmente bloqueando os Cay, era esperado que o
mesmo antagonizasse as contracdes induzidas por CaClz em meio despolarizante
(70Mm KCI), nominalmente sem Ca®*. Este protocolo baseia-se no fato de que a
contracdo ocorre, quase que exclusivamente, pelo ca®* proveniente do meio
extracelular, j4 que a despolarizacéo promovida pela elevada [K*]e induz a abertura

dos Cay (REMBOLD, 1996). De fato, as curvas cumulativas ao CaCl2 na presenca

do EASa foram deslocadas para a direita de forma ndo paralela e com reducédo do
Emax de maneira significativa. Resultados semelhantes foram obtidos quando se
utilizou o verapamil como controle positivo (BOLTON, 1979; GODFRAIN, 1987).

Neste conjunto de experiéncias, o verapamil deslocou curvas concentracao-
resposta do CaCly para a direita e reduziu os valores de Emax, enquanto que o

EASa nas diferentes concentracdes, reduziu o Emax, e, apenas na concentracdo de
500ug/mL deslocou as curvas concentracao resposta para a direita.

Com base nos valores de CEsg obtidos, observou-se que o EASa apresentou
uma maior poténcia em antagonizar as contracfes induzidas por CaClo em meio

despolarizante nominalmente sem ca®* do que aquelas induzidas por histamina e

carbacol. Quando os resultados foram comparados com o controle positivo
(verapamil) as respostas foram muito semelhantes, corroborando a hip6tese de que,

0 EASa pode estar bloqueando o influxo de Ca’* através dos Cay.

Vérias plantas antiespasmodicas demonstraram ser antagonistas ndo competitivas
sobre a musculatura do ileo (SANCHES de KOJAS et al, 1995; KARAMENDERS e
APAYDIN, 2003; EMENDORFER et al, 2005). Dessa forma realizou-se CCE de
histamina na presenca de hidroxizina e sua associagédo com o EASa. Nossos resultados
mostraram que 0 extrato de casca de Simarouba amara quando associado com

hidroxizina apresentou uma maior efichcia em antagonizar as
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contracdes induzidas pela histamina quando comparado ao efeito da hidroxizina
isolada. O EASa diminuiu significativamente o efeito maximo, sugerindo um perfil

antagonista ndo competitivo.

Os resultados do presente estudo indicam que o EASa possui atividade
antiespasmaodica e sua atividade pode ocorrer através dos bloqueio do influxo de
célcio através dos canais de célcio voltagem dependentes, bloqueando a entrada de

calcio.
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7. CONCLUSAO

O extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) possui atividade espasmolitica
em ileo isolado de cabaia. Essa atividade foi inicialmente relacionada ao possivel

bloqueio do influxo de calcio através dos canais de calcio voltagem dependentes.

O extrato aquoso de Simarouba amara (EASa) inibiu as contracfes fasicas e
tbnicas induzidas pelos compostos histamina, carbacol e KCI, cujo perfil de inibicdo

foi qualitativamente similar ao obtido com o antagonista de canal de célcio verapamil.

Frente as CCE cumulativas para histamina, e carbacol e calcio, o extrato aquoso
de Simarouba amara (EASa) apresentou um perfil inibitério similar ao obtido com

verapamil, apresentando caracteristicas de antagonismo ndo competitivo.

A associacdo do anti-histaminico Hi, hidroxizina com o extrato aquoso de

Simarouba amara (EASa) potenciou a reducao do efeito maximo (Emax) das curvas
induzidas por histamina, entretanto ndo interferiu com o deslocamento da curva a

direita.
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