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Resumo

A ejaculacdo precoce (EP) é uma disfuncdo sexual que acomete uma grande parcela da popu-
lacdo masculina no mundo todo e os tratamentos disponiveis causam diversos efeitos adversos.
As plantas medicinais tém sido utilizadas por exercerem um papel importante na saide humana
e o Celtis iguanaea (CI) apresenta efeito gastroprotetor e anti-inflamatdrio, porém ainda nédo
foi demonstrado seu efeito no ducto deferente (DD). O objetivo deste trabalho foi verificar se
esta espécie relaxa o DD, além de tentar elucidar o seu mecanismo de acdo. O efeito de doses
crescentes de ClI, na presenca e na auséncia, de nifedipina, foi testado, sob a contragédo do DD
de camundongos, estimulada por cloreto de potassio (KCI) ou adrenalina. Os experimentos fo-
ram realizados em um sistema de banho de 6rgédos, onde a contracdo foi registrada pelo
hardware PowerLab e analisada pelo software LabChart. As respostas foram medidas conside-
rando as amplitudes de contracdo de cada componente. O efeito de CI foi analisado pelo 1Cso
(logaritmo negativo da concentracdo da droga que produz 50% do efeito inibitorio maximo).
Celtis iguanaea, apresentou efeito inibitorio tanto no componente fasico como no ténico da
contracdo induzida por KCI e adrenalina, sendo o componente ténico estatisticamente mais
sensivel & acdo de CI. O efeito de CI, nos componentes fasico e ténico, na presenca de nifedi-
pina, um bloqueador classico dos canais de calcio, foi potencializado, quando a contracdo foi
induzida pelo KCI. J& na contracdo induzida pela adrenalina, o efeito inibitorio, nos componen-
tes fasico e tdnico, na presenca da nifedipina, foi mantido. Esses resultados indicam que CI é
capaz de inibir algum mecanismo envolvido na sinalizacdo da contracdo do DD. Esses achados
demonstram o efeito de Celtis iguanaea e contribuem para elucidacdo do seu mecanismo de

acdo e sua possivel utilizacdo no tratamento da ejaculacéo precoce.

Palavras-chave: Fitoterapicos; Celtis iguanaea; Ejaculacdo precoce; Ducto deferente; Contra-

cao muscular; Nifepidina.



Abstract

Premature ejaculation (PE) is a sexual dysfunction that affects a large proportion of the male
population worldwide and the available treatments cause various side effects. Medicinal plants
have been used because they play an important role in human health and Celtis iguanaea (ClI)
has a gastroprotective and anti-inflammatory effect, but its effect on the vas deferens (DD) has
not yet been demonstrated. The aim of this study was to see if this species relaxes the DD, as
well as trying to elucidate its mechanism of action. The effect of increasing doses of IC, in the
presence and absence of nifedipine, was tested on the contraction of the DD of mice, stimulated
by potassium chloride (KCI) or adrenaline. The experiments were carried out in an organ bath
system, where the contraction was recorded using PowerLab hardware and analyzed using La-
bChart software. The responses were measured considering the contraction amplitudes of each
component. The IC effect was analyzed by the 1C50 (negative logarithm of the drug concentra-
tion that produces 50% of the maximum inhibitory effect). Celtis iguanaea showed an inhibitory
effect on both the phasic and tonic components of the contraction induced by KCI and adrena-
line, with the tonic component being statistically more sensitive to the action of IC. The effect
of 1C on the phasic and tonic components in the presence of nifedipine, a classic calcium chan-
nel blocker, was potentiated when the contraction was induced by KCI. In adrenaline-induced
contraction, the inhibitory effect on the phasic and tonic components in the presence of nifedi-
pine was maintained. These results indicate that ClI is capable of inhibiting some mechanism
involved in DD contraction signaling. These findings demonstrate the effect of Celtis iguanaea
and contribute to elucidating its mechanism of action and its possible use in the treatment of

premature ejaculation.

Keywords: Herbal medicines; Celtis iguanaea; Premature ejaculation; Vas deferens; Muscle

contraction; Nifepidine.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais.

Ao longo do tempo, o ser humano foi capaz de reconhecer e utilizar diversas plantas
para fins curativos. Mesmo com o grande desenvolvimento de medicamentos alopaticos, na
segunda metade do século XX, muitas pessoas ainda ndo tém acesso a estes medicamentos.
Com isso, parte dessa populacéo é levada a utilizar plantas medicinais, uma vez que, sdo de
facil obtencéo e ha uma grande tradicdo em seu uso, sendo possivel o consumo por diferentes
maneiras como chas, extratos e 6leos essenciais (VEIGA Jr et al., 2005; KUMAR et al., 2013).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) juntamente com o Fundo das Nac¢des Unidas
para a Infancia (Unicef), no ano de 1978, promoveram a Conferéncia Internacional sobre Aten-
cao Primaria em Saude, onde propuseram a¢des urgentes, por parte dos governantes, profissio-
nais da satde, bem como da comunidade mundial, afim de proteger e promover a saude de
todos os povos do mundo e foram formuladas politicas e regulamenta¢des que propunham a
utilizacdo de medicamentos de uso tradicional e de eficacia comprovada, alem da integracéo
dos detentores de conhecimentos tradicionais as atividades primarias em salde (BRASIL,
2016).

No Brasil, o governo federal, através do Ministério da Saude, langcou em 2006, por meio
da portaria GM/MS n°971, as diretrizes da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Com-
plementares (PNPIC), que visam oferecer servicos e produtos de homeopatia, plantas medici-
nais, fitoterapia e medicina tradicional chinesa/acupuntura entre outras praticas como opg¢des
terapéuticas (BRASIL, 2006a, 2018; MATTOS et al., 2018). No mesmo ano, foi aprovada a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas (PNPMF), por meio do decreto 5.813
que integra politicas publicas de saude, desenvolvimento econdmico e social, além do meio
ambiente, visando a promoc¢édo da qualidade de vida da populacéo brasileira, geracdo de em-
prego e renda, utilizacdo sustentavel da biodiversidade, entre outros (BRASIL, 2006b; BRA-
SIL, 2016).

Ja em dezembro de 2008, por meio da Portaria Interministerial n° 2960, a PNPMF, pro-
pds, entre outras acdes, a insercao de plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados
a Fitoterapia no Sistema Unico de Salde (SUS), de forma segura, eficaz e de qualidade, de
acordo com o0 PNPIC (BRASIL, 2006b; BRASIL, 2016).

De acordo com a cartilha elaborada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(2022), as plantas medicinais sdo aquelas capazes de curar ou aliviar enfermidades e tém tradi-



cao de uso pela popula¢do ou comunidade. E o termo fitoterdpico € empregado para medica-
mentos feitos com plantas medicinais, e sendo assim, sdo comercializados ou distribuidos em
formas farmacéuticas, tais como, comprimidos, xaropes ou pomadas, as quais sdo compostas
pela planta ou seus derivados e compdem a formulagdo farmacéutica, com diferentes funcdes,
como por exemplo, melhorar a aparéncia ou o saber do medicamento (ANVISA, 2022).

O Brasil € 0 pais com maior biodiversidade animal e vegetal, com énfase para as plantas
superiores, que apresentam cerca de 24% de toda a biodiversidade mundial. As plantas séo
substratos para a fabricacdo de cosméticos e fitoterapicos. Além disso, o Brasil possui, fora o
acervo genético, uma grandiosa diversidade cultural e étnica, que culminou com conhecimentos
e tecnologias tradicionais, transmitidas ao longo das geragdes acerca do manejo e uso das plan-
tas medicinais (BRASIL, 2016).

No entanto, apesar do pais possuir essa grande biodiversidade da flora, apenas uma pe-
quena parcela desses vegetais estdo catalogados e foram estudados a fim de elucidar seus com-
postos bioativos e avaliar suas propriedades medicinais (GERRA et al., 2001; BRASIL, 2016).

1.2. Celtis iguanaea.

A especie Celtis iguanaea é conhecida popularmente como espordo de galo, taleira,
entre outros nomes, e pertence a familia Cannabaceae. E uma planta caracterizada como ar-
busto ou pequena arvore, com ramos compridos e muito flexiveis na forma de zigue-zague, e
possui ampla distribuicdo geografica ocorrendo desde os Estados Unidos até a América do Sul
(LORENZI & SOUZA, 1999). Ha diversos relatos populares que indicam o uso sob a forma de
ché ou abafado de suas folhas para o tratamento de varias queixas tais como, dores no corpo,
reumatismo, dores no peito, asma, colicas, ma-digestdo e como diurético (PEREIRA et al.,
2008). A partir desta etnofarmacologia, alguns trabalhos foram realizados e demonstraram os
seguintes efeitos de C. iguanaea: efeito gastroprotetor, atividade anti-inflamatoria, diminuicdo
nos niveis de colesterol e baixa toxicidade (COSTA et al., 2008; MARTINS et al., 2014a;
MARTINS et al., 2014b; GONCALVES et. al., 2015; SILVA & FROEDER, 2016; ZANCHET
et al., 2018; MORAES et al., 2022).
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Figura 1: Espécime de Celtis iguanaea. Fonte: Google Imagens - disponivel em:
https://3-Celtis-iguanae-Gardener-Plach.jpg (800x535) (unicentro.br).

Martins e colaboradores (2014a) comprovaram a eficacia do extrato hexanico de Celtis
iguanaea na prevencao de Ulceras é baseada em seu efeito antiulcerogénico e antissecretor. O
bloqueio do betanecol e histamina pelo extrato sugeriu um mecanismo anticolinérgico e anti-
histaminérgico ou uma interrupgéo de eventos intracelulares que estao ligados a secre¢do acida
(MARTINS et al, 2014a). E 0 mesmo grupo demostrou em outro trabalho a atividade gastro-
protetora de extrato hexanico Celtis iguanaea em diferentes modelos de Ulcera géastrica e deter-
minou que o mecanismo de efeito gastroprotetor de Celtis iguanaea esta relacionado com a
participagdo do muco, bem como o envolvimento de a2-receptores adrenérgicos, oxido nitrico
e prostaglandinas (MARTINS et al., 2014b). Outro trabalho que também analisou o potencial
efeito gastroprotetor de Celtis iguanaea foi o trabalho de Costa e colaboradores (2008), que
investigou o efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea em camundongos e identi-
ficaram que este extrato possui principios ativos gastroprotetores além de reduzir a motilidade
intestinal, o que pode justificar o uso popular da planta no tratamento de distdrbios gastricos
(COSTA et al., 2013).

Além destes efeitos, outro estudo atestou que o extrato hidroalcodlico de C. iguanaea
promoveu redugdes significativas nos niveis séricos de colesterol total, colesterol LDL (lipo-
proteina de baixa densidade), IL-1-6 (interleucinas 1 e 6) e TNFo (fator de necrose tumoral
alfa) em ratos, além disso demostrou que efeitos antioxidantes foram observados no plasma e
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apresentou efeitos hipoglicémicos associados a diminui¢do da atividade da sacarose, maltase e
aumento nos niveis de glicogénio muscular. Com relagdo a diminuicéo dos niveis de colesterol,
0 artigo demostrou que quando comparados com o grupo controle, o extrato hidroalco6lico de
C. iguanaea se mostrou eficaz na protecdo contra aterosclerose. O artigo demonstrou também
que o extrato de C. iguanaea foi capaz de aumentar os niveis de glicogénio no masculo s6leo
sem alterar o glicogénio hepatico, o que provavelmente causou a reducdo da glicemia. Realiza-
ram também, uma avaliacdo histoldgica que mostrou reducdo da gordura hepatica em todos 0s
grupos tratados com o extrato, o que pode estar relacionado a diminuicéo da atividade hepética
do HMG-CoA com reducéo da sintese de colesterol. (ZANCHET et al., 2018).

Ja o trabalho de MORAES et al., (2022) demostrou as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatdria do extrato etanolico bruto das folhas de Celtis iguanaea (CEE) e de suas fracdes
ativas. O tratamento com o extrato bruto, diminuiu 0 nimero de contorgdes, o que indica uma
possivel atividade antinociceptiva, no animal de forma dose-dependente, alem disso, fracdes
ativas (hexano, diclorometano, acetato de etila e aquoso) apresentaram atividade antinocicep-
tiva envolvendo o sistema vaniloide e o efeito anti-inflamatorio ocorreu devido a reducdo da
citocina TNF-a. Além disso, o extrato etanolico bruto, o diclorometano e o acetato de etila
(EAF) foram capazes de reduzir o edema, a migracéo de leucdcitos e a atividade da mielopero-
xidase. Os niveis de TNF-a no exsudato pleural também foram reduzidos pelo CEE e EAF,
sendo assim o trabalho sugere que Celtis iguanaea pode ser uma grande promessa para o trata-
mento de condi¢des dolorosas e doencas inflamatdrias, apoiando seu uso popular na medicina
popular brasileira.

Somado a esses trabalhos, os extratos aquosos (GONCALVES et. al., 2015) e hidro-
alcoolico (70% v/v) (SILVA & FROEDER, 2016) das folhas desta espécie foram estudados
guanto a sua toxicidade aguda e subaguda, e ambos demonstraram baixa toxicidade (GONCAL-
VES et. al., 2015; SILVA & FROEDER, 2016)

Em relacdo a musculatura lisa, até onde foi possivel pesquisar, ha somente um trabalho
com uma espécie do género Celtis. Este, demonstrou que o extrato metanolico de Celtis duran-
dii inibiu a contracdo da aorta induzida tanto por cloreto de potassio (KCI) quanto por noradre-
nalina. Neste trabalho, os autores também demonstraram que este efeito é dependente da sina-
lizacdo das prostaglandinas (DIMO et al. 2005). Ja em relacdo ao efeito de C. iguanaea sobre
o0 ducto deferente, que também é formado de musculatura lisa, ndo foi possivel encontrar ne-
nhum trabalho descrevendo algum tipo de efeito. Uma vez que, a espécie em estudo apresenta
poucos trabalhos na literatura cientifica, torna-se de extrema importancia novos estudos

1.3. Ducto deferente.



O ducto deferente é um 6rgdo que pertence ao sistema reprodutor masculino. E um tubo
longo e fino, que se dispde em par, ascende ao longo da margem posterior do epididimo através
do funiculo espermatico e, entra na cavidade pélvica. E formado por trés camadas, uma mucosa
interna com epitélio de revestimento apoiado sobre uma lamina prépria de tecido conjuntivo,
uma camada muscular (com fibras longitudinais e circulares) e uma camada externa serosa,
formada por tecido conjuntivo frouxo e células adiposas (KIERSZENBAUM, 2012; TOR-
TORA, 2016).

Ele é dividido anatomicamente em duas porcdes, proximal e distal. A regido proximal
é mais proxima do epididimo, sendo denominada também de porc¢do epididimal, ja a regido
distal encontra-se localizada mais proxima da préstata, denominada de porcao prostatica. Exis-
tem diferencas anatémicas e funcionais entre as por¢des. Em relacdo as diferengas anatdmicas,
a porgdo epididimal, em comparacdo com a prostatica, é considerada mais estreita, uma vez
que, possui uma camada de tecido muscular relativamente delgada. Ja em relacéo as diferencas
funcionais, ha trabalhos que demonstram que alguns tipos de receptores sdo expressos somente
na porgao prostatica e outros que s@o encontrados na porcao epididimal (HAMILTON & CO-
OPER, 1978; HEDLUND et al., 1985). De acordo com Koslov e Andersson (2013), as diferen-
tes regides do ducto deferente respondem diferentemente a estimulacéo nervosa e aos agonistas
exogenos, sendo 0s segmentos da extremidade prostatica mais responsivos ao ATP e 0s seg-
mentos da porc¢do epididimal sdo mais responsivos a noradrenalina, uma vez que, a densidade
dos nervos adrenérgicos e do contetido de catecolaminas € maior na parte prostatica do que na
parte epididimal (KOSLOV & ANDERSSON, 2013).

O ducto deferente conduz os espermatozoides a partir do epididimo, que € o local onde
0s espermatozoides sdo armazenados ap0s serem produzidos nos testiculos, até o ducto epidi-
dimario, que termina na uretra prostatica, onde seu contetdo é esvaziado, mas também contribui
para a secrecdo de fluido para o transporte de espermatozoides e possivelmente para a reabsor-
cao de restos de espermatozoides do limen do ducto (KOSLOV & ANDERSSON, 2013). A
conducdo dos espermatozoides se da por meio de movimentos contrateis, denominado peristal-
tismo, que é realizado pelas células musculares lisas que compde o ducto deferente (WEST-
FALL et al., 1978).

1.4. Contracdo muscular

O tecido muscular liso é encontrado em uma grande variedade de sistemas, como vas-
cular, respiratorio e reprodutor e sdo responsaveis pelas contracdes dos diferentes érgaos que
compde estes sistemas (KUO & EHRLICH, 2015).



O processo de contragcdo-relaxamento muscular depende da alteragdo da concentracéo
intracelular de célcio. Os processos que envolvem a homeostase do célcio sdo mantidos pelo
funcionamento de canais, transportadores e bombas localizadas na membrana plasmatica, e nas
membranas de organelas intracelulares e pela ligagdo do célcio as proteinas celulares (CARA-
FOLI et al., 2001; BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; DONG et al., 2006; SIL-
VERTHORN, 2017).

Os canais calcio dependentes de voltagem sdo proteinas de sinalizagdo transmem-
brana. E sdo ativados durante potenciais de agdo em muitos tipos de células excitaveis e con-
duzem calcio para dentro das células para iniciar inameros processos fisioldgicos, incluindo
contracdo, neurotransmissao, secrecao e transcricao génica (CATTERALL et al, 2020).

Existem diferentes familias de Ca?* voltagens dependentes em mamiferos, e eles de-
sempenham papeis relevantes na transducgéo da sinalizacao celular como os canais do tipo L, T,
R, P e N (CATERRAL, 2011). Além disso, essas familias podem se subdividir em subfamilias,
como ocorre com 0s canais voltagem dependentes do tipo L, que apresentam 3 subfamilias:
Cavl, Cav2Cav3. A subfamilia Cav1 participa dos processos de contracdo, secrecao, regula-
cao da expressdo génica e transmissdo sinaptica em sinapses em células sensoriais especializa-
das. A subfamilia Cav2 é responsavel pelo acoplamento excitacdo-contragdo em musculo car-
diaco e liso, regulacéo da atividade enzimatica, regulacdo da transcricdo inicio da transmissao
sinaptica em sinapses rapidas. Enquanto a subfamilia Cav3 é importante para disparos repetiti-
vos de potenciais de acdo em células como midcitos cardiacos e neurdnios talamicos (ERTEL
et al., 2000; CATTERALL et al., 2005; DONATO, 2008; CATTERALL, 2011).

Outra familia de canais de calcio sdo os canais de calcio do tipo T (transitorios/ativados
por baixa voltagem), que desempenham e também subdividido em subfamilias Cay3.1 e Cay3.2
que atuardo como marcapasso e em disparos repetitivos (CATTERALL, 2011; FRITAR &
JABR, 2014). Os canais do tipo T tém um papel na proliferacdo das células da prostata e na
contracdo do musculo liso da prostata e do trato genital, influenciando assim a fisiologia normal
desses 6rgdos (FRITAR & JABR, 2014).

A célula possui uma pequena concentragdo de Ca?* no citoplasma, ja no meio extrace-
lular e nos estoques intracelulares, principalmente no reticulo sarcoplasmatico, ha uma alta con-
centracdo. Quando a célula é estimulada, ocorre 0 aumento no nivel intracelular de célcio, sendo
este aumento responsavel pela contracdo. Esse aumento nos niveis de calcio ocorre pelo influxo

do mesmo através da membrana plasmatica e também pela liberac&o no citoplasma dos estoques



presentes no reticulo sarcoplasmatico e em outras organelas como, mitocondria e nicleo (CA-
RAFOLI et al., 2001; BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; DONG et al., 2006; KUO
& EHRLICH, 2015; SILVERTHORN, 2017).

Com o aumento no nivel do Ca?*, citoplasmatico, ocorre a ligacdo destes fons a calmo-
dulina, formando um complexo Ca?*-calmodulina, que ativa a enzima conhecida como, cinase
da cadeia leve da miosina (MLCK), que excita as cadeias proteicas leves da miosina (MLCP).
A fosforilacdo da miosina aumenta a atividade da miosina-ATPase, que realiza aumento da
tensdo muscular, juntamente com a ligagdo a actina e os ciclos de ligagdo cruzada, levando a
contracdo da fibra muscular (Webb, 2003; GUYTON, 2011; KUO & EHRLICH, 2015; SIL-

VERTHORN, 2017). O resumo do processo de contragdo do musculo liso é representado na

figura 2.
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Figura 2: Sinalizacdo envolvida na contracdo do musculo liso (retirado de Webb, 2003):
Diacilglicerol (DG), IP3 (inositol 1,4,5-trisfosfato); Ca?* (ions calcio), PKC (Proteina quinase
C); MLC (cinase da cadeia leve da miosina), ATP (adenonisa trifosfato).

A reducdo na concentracdo do calcio intracelular é responsavel pelo término da contra-
¢&0. Os niveis de Ca?* sdo reduzidos com o bombeamento do mesmo para o interior do reticulo
sarcoplasmatico, com auxilio da Ca?*"ATPase. Além do transporte do Ca?* para 0 meio extra-
celular por meio de trocadores de Na*/Ca?* e da Ca?*-ATPase. Por conseguinte, o complexo
Ca?*-calmodulina é desfeito, levando a inativagio também da MLCK e consequentemente, a
MLCP desfosforila a miosina, o que gera reducéo na concentracdo do célcio intracelular e uma

diminuicdo na atividade da miosina-ATPase ocasionando o relaxamento muscular (KUO &



EHRLICH, 2015; SILVERTHORN, 2017). O resumo do processo de relaxamento do masculo

liso é representado na figura 3.
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Figura 3: Sinalizacdo envolvida no relaxamento do masculo liso (retirado de Webb,
2003): MLC (cinase da cadeia leve da miosina), Ca?* (ions célcio), Ca,Mg-ATPases (bombas

de célcio e magnésio ATPases), trocadores de Na*/Ca?*

1.4.1. Ativadores da contracdo muscular

A contracdo do muasculo liso pode ser desencadeada por alteracfes no potencial de mem-
brana (sinal elétrico), conhecido como acoplamento eletromecanico, ou por sinal quimico, o
chamado acoplamento farmacodindmico. No processo de contragdo os ions calcio (Ca?*) séo
extremamente importantes, independentemente dos estimulos contrateis (SILVERTHORN,
2017).

A contragéo da despolarizacdo da membrana induzida por KCl leva ao influxo de Ca?
através dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (Cav) do tipo L da membrana plasmatica.
Esse influxo aumenta a concentragéo de Ca?* no citoplasma e estimula a liberagéo de Ca?* dos
estoques intracelulares. A liberagdo de Ca?* das reservas ocorre através de um processo cha-
mado liberacdo de calcio induzida por célcio (CICR), no qual os ions Ca2* se ligam aos recep-
tores de rianodina. Este processo faz com que as ondas de Ca?* se propaguem e as células mus-
culares lisas se contraiam. (PEREZ & SANDERSON, 2005; DONG et al., 2006; MUKHERJEE
et al., 2013).



Outra forma de induzir a contracdo muscular é a partir da estimulacdo dos receptores
acoplados a proteina G. Estes receptores podem ser ativados por diferentes substancias como a
adrenalina. A adrenalina estimula os receptores al adrenérgicos que sdo acoplados a proteina
G. A ativagdo deste receptor induz a estimulacéo da fosfolipase C (PLC) e forma dois segundos
mensageiros, o diacilglicerol (DAG) e o Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O DAG ativa as isofor-
mas da PKC, que inibem os canais de potassio e levam a despolarizacdo da membrana e uma
consequente ativagio dos canais de Ca®* dependentes de voltagem e também aumenta a sensi-
bilidade dos miofilamentos ao Ca?*. O IP3 se liga ao seu receptor localizado no reticulo endo-
plasmaético estimula a liberagdo de Ca?* para o citoplasma. A adrenalina estimula indiretamente
o influxo de Ca?* pelos canais da membrana plasmatica e quando a adrenalina esta ligada ao
receptor da proteina G é capaz de ativar também a RhoA, que ativa a ROCK aumenta a sensi-
bilidade dos miofilamentos ao Ca?* levando a contracdo (BERRIDGE; BOOTMAN; RODE-
RICK, 2003; BILLINGTON & PENN, 2003; DONG et al., 2006; WANG et al., 2009; SIL-
VERTHORN, 2017).

1.4.2. Inibidores da contracdo muscular

Existem diversos farmacos capazes de inibir a contracdo do muasculo liso, como, as di-
hidropiridinas, representadas pela alodipina e nifedipina que induzem bloqueio dos canais de
calcio do tipo L voltagem-dependente, como 0s canais da sua subfamilia, que causam inibicéo
do influxo do célcio e diminuicdo dos niveis de célcio intracelular e consequentemente dimi-
nuicdo e/ou inibicdo da contracdo do musculo liso (CATTERAL, 2005; CATTERAL et al,
2020)

As fenilalquilaminas, como Verapamil e o Diltiazem, que atuam nos canais voltagem
dependentes do tipo L, sdo bloqueadores de poros intracelulares, que entram no poro pelo lado
citoplasmatico do canal a fim de bloquea-lo (CATTERAL, 2005).

Existe também um outro grupo de canais voltagem dependentes que séo relevantes no
processo de contracdo muscular, eles sdo denominados de canais de célcio do tipo T. A kurto-
xina, o niquel e o mibefradil sdo inibidores destes canais, levando assim ao relaxamento mus-
cular (CHUANG et al., 1998; OYNIHAN; SMITH; MORRISON, 2008; SILVA & CABRAL,
2008; IUPHAR/BPS GUIDE TO PHARMACOLOGY, 2021).

1.4.3. Contracéo do ducto deferente
Como dito anteriormente, o ducto deferente € responsavel por transportar os esperma-

tozoides e este transporte ocorre por meio da contragdo do ducto deferente. Este é um 6rgéao



formado por musculatura lisa e sua contragdo é dependente do aumento intracelular de célcio,
como descrito no item 1.4. A contragdo é caracterizada por uma resposta contrétil bifasica clés-
sica, constituida por uma contracdo inicial, transitoria e rapida, conhecida como componente
“fasico”, que apresenta em um registro de forca, um pico rapido, seguida de uma contracéo
secundaria lenta e sustentada, denominada componente “tonico”, que € representada, em um
registro de forca, por uma linha continua horizontal, conforme esquematizado na Figura
4 (BRUSCHINI; SCHMIDT; TANAGHO, 1977; KIERSZENBAUM, 2008; LIPSKAIA et al.,
2012; WALLACE et al., 2015).

De acordo com Langton e Huddart (1988), que realizaram experimentos com ducto de-
ferente de ratos Wistar, o componente fésico e tonico da contracdo induzida por KCI é depen-
dente de ions calcio provenientes do meio extracelular. Este influxo de célcio pelos canais de
calcio que séo rapidamente inativados (canal voltagem dependente do tipo T) é responsavel
pelo componente fasico, enquanto a entrada de calcio pelos canais de calcio que s&o inativados
lentamente é responsavel pelo componente tonico (canal voltagem dependente do tipo L)
(LANGTON; HUDDART, 1987, 1988). E no trabalho de Garcia-Pascual e colaboradores
(1991), os autores demonstraram que esta sinalizacdo também é responsavel pela contracao
da uretra de cordeiro, ou seja, 0 componente fasico depende da ativacdo de canais de Ca?* de
inativacao rapida (tipo T), enquanto o componente ténico depende da ativacdo de canais de
Ca?" de inativagdo lenta (tipo L) (GARCIA-PASCUAL et al, 1991).

Em relacdo a contracdo induzida por adrenalina, foi demonstrado por HUANG et al.
(2001), que a contracdo do ducto deferente é caracterizada por uma resposta bifésica, sendo que
a contracgdo fasica foi considerada rapida inicial seguida por uma contracdo tonica mantida ao
longo do periodo de exposicdo (HUANG et al., 2001; OHMURA et al., 1992). No entanto,
Boselli e colaboradores (1997), apontam que a resposta do ducto deferente de rato a noradre-
nalina (3 x 10°M) é caracterizada por trés componentes, sendo um componente fasico inicial,
seguido por um componente tonico que tende de se estabilizar apos 4-5 minutos, podendo durar
mais de 15 minutos, e sobreposto a este componente, 0 que 0s autores nomearam de picos in-
termitentes de contracdo como esquematizado na Figura 3 (BOSELLI; BIANCHI; GRANA,
1997).

De acordo com Amobi e Smith (1999) as partes epididimal e prostatica do ducto defe-
rente de rato utilizam calcio de diferentes fontes durante a estimula¢do com noradrenalina (NA).
A parte epididimal utiliza predomintantemente o calcio mobilizado do meio extracelular, e o
reticulo sarcoplasmatico (RS) serve principalmente para tamponar a entrada de calcio através

dos canais de célcio dependentes de voltagem L. Em contraste, a contracdo da parte prostatica



induzida por NA depende tanto do célcio extra como intracelular, com o RS servindo princi-
palmente como fonte de célcio. (AMOBI & SMITH, 1999).

+— Fasico
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Figura 4: Desenho esquematico do registro tipico da contracdo do ducto deferente (RA-
BELO, 2021).

1.5. Disfuncéo sexual — Ejaculacéo precoce.

A ejaculacdo consiste em duas fases consecutivas distintas: a fase de emissao, na qual
0s espermatozoides armazenados no epididimo caudal e as secre¢cdes das gonadas acessorias
sdo direcionados para a uretra pela contragdo do musculo liso do epididimo caudal, do ducto
deferente, das vesiculas seminais e da préstata. E a fase de expulsao, na qual o sémen depositado
na uretra prostatica é ejetado pela uretra devido as contracdes ritmicas do musculo estriado do
assoalho pélvico (GIULIANO, 2011; KIGUTI & PUPO, 2012). Alteracdes nestes processos
podem levar a ejaculacao precoce (EP).

A EP € uma das disfuncfes sexuais masculinas mais comuns, com uma estimativa de
20% a 30% dos homens de qualquer idade, sendo acometido, em algum momento de suas vidas
(BRASIL, 2018). A ejaculacao precoce, conforme definido pelo Comité de Defini¢do de Eja-
culacdo Precoce da Sociedade Internacional de Medicina Sexual, é caracterizada pela ejacula-
¢a0 que sempre ou quase sempre ocorre aproximadamente 1 minuto antes ou apos a penetracao
vaginal. A EP possui consequéncias pessoais negativas como angustia, aborrecimento, frustra-
cao e/ou evitacdo da intimidade sexual (KIGUTI & PUPQ, 2012). O controle da funcéo ejacu-
latoria masculina fisioldgica € um processo que envolve estimulacdo de neurénios simpaticos,
liberacdo de resisténcia para o fechamento do ducto ejaculatério e contracdo coordenada das
vesiculas seminais e do musculo liso do ducto deferente. O funcionamento correto destas estru-
turas e a integridade tecidual desses 6rgdos, é necessario para que 0s espermatozoides sejam
transportados com éxito até a uretra prostatica (BIROWO et al., 2009; GIULIANO, 2011).



A farmacoterapia da EP inclui o uso de antidepressivos (paroxetina e fluoxetina), anes-
tésicos (tramadol) e inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (sildenafil e tadalafil). (Y1 et al., 2019;
Waldinger, 2018; LI et al., 2020). No entanto, a falta de estudos sobre a relevancia da EP,
somado ao fato de os farmacos utilizados apresentarem efeitos adversos significativos dificul-
tam o tratamento (GUR & SIKKA, 2015). Os paises asiaticos, e em particular a Coréia, utilizam
da fitoterapia hd milhares de anos e acreditam que alguns fitoterapicos tenham efeitos positivos
na funcdo sexual dos homens (KIM et al, 2011; SHIN et al, 2015). Sendo assim, é importante
que novos estudos sobre os possiveis fitoterapicos ou farmacos derivados de plantas medicinais,
no tratamento da EP, sejam realizados, visando sustentabilidade cientifica, além de menores
efeitos adversos para os pacientes e, melhores precos para a populacao (Luiz, 1997, apud Mattos
et al., 2018; Del-Vechio-Vieira et al., 2016; Lima et al, 2022).

Como dito anteriormente, ao longo da fase de emissdo, as contracfes coordenadas do
musculo liso do ducto deferente impulsionam os espermatozoides do epididimo em direcéo a
uretra, assim, conhecer substancias que inibem a contragdo é de extrema importancia para se

evitar a EP.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Estudar o efeito do extrato acetato de etila de Celtis iguanaea na contragdo do ducto

deferente de camundongo.

2.2. Objetivos especificos
Obter e caracterizar fitoquimicamente o extrato acetato de etila de Celtis iguanaea,

Testar se o0 extrato de Celtis iguanaea é capaz de inibir a contratilidade do ducto defe-

rente;

Verificar se na presenca de nifedipina, ha alteracéo do efeito de Celtis iguanaea;



3. METODOLOGIA

3.1. Substancias utilizadas

Cloreto de potéssio (KCI, peso molecular (PM): 74,55 g/mol, Synth). Nifedipina (Nif,
N7634, PM: 346,34 g/mol, Sigma-Aldrich Co. LLC) foi doada gentilmente pelo Prof. Dr. Gus-
tavo José da Silva Pereira, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Adrenalina
(E4375, PM: 333,29, Sigma-Aldrich Co. LLC, que foi cedida gentilmente pela Profa. Dra. An-
dréa de Castro Perez, professora da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Extrato
acetato de etila de Celtis iguanaea (150 mg/ml), fornecida pelo coorientador do trabalho, Prof.
Dr. René Oliveira do Couto. O extrato de Celtis iguanaea € a substancia alvo do estudo. O KCI
e a adrenalina foram utilizados para estimular a contracdo do ducto deferente. A Nifedipina foi
utilizada como controle positivo do bloqueio dos canais de calcio. Com excec¢éo do extrato de
Celtis iguanaea e da nifedipina, que foram diluidos em DMSO (dimetilsulféxido), as demais

substancias foram diluidas em agua destilada.

3.2. Obtencao e caracterizacdo do extrato acetato de etila da C. iguanaea

3.2.1. Material Botanico

Amostras de folhas de Celtis iguanaea foram coletadas do 3° e 4° nos de individuos na
regido de cerrado modificado na cidade de Hidrolandia (GO), Brasil (786 m de altitude, 16°
53°59,4” Sul, 49° 13 29,4 Oeste). O material botanico coletado foi identificado pelo Prof. Dr.
José Realino de Paula - Faculdade de Farméacia — UFG. Uma exsicata encontra-se depositada

no Herbario da Universidade Federal de Goias sob o n°40110.

3.2.2. Obtencao do Extrato Acetato de Etila:

As folhas de C. iguanaea foram submetidas a secagem em estufa com circulacao forcada
de ar 40°C durante 72 h e, posteriormente, pulverizadas em moinho de facas tipo Willey, ob-
tendo-se a droga vegetal das folhas de espordo-de-galo (DVEG), com granulometria adequada
para preparacao do extrato. A DVEG tem sido armazenado em embalagem a vacuo em camara
fria (4° C), protegida da luz e umidade.

O extrato acetato de etila (EACEG) foi obtido por extracdo exaustiva da DVEG na pro-
porcdo de 100 g de po para 1 L de acetato de etila, em aparelho de Soxhlet, sob aquecimento

(60°C) por 72 h. O extrato foi concentrado em rotaevaporador sob vacuo e em temperatura



inferior a 40°C. O teor de solidos (residuo seco) do EACEG é 150 mg/mL, sendo este determi-
nado por gravimetria em estufa microbiolégica a 40°C. O EACEG foi acondicionado em frasco
ambar e tem sido armazenado sob refrigeracéo (4° C) até o momento do uso.

3.2.3. Perfil cromatogréafico por HPLC-PDA

O EACEG foi diluido em metanol a 25 mg/mL e filtrado através de membranas Millex®
(Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil) de 0,45 um antes da analise. A analise por HPLC-PDA foi
efectuada utilizando um sistema Prominence UFLC (Shimadzu Corporation, Quioto, Jap&o),
equipado com uma bomba binéria LC-20AD, um auto-amostrador SIL-20AHT e um detetor de
matriz de fotodiodos SPD M20A. A aquisi¢do e a analise de dados foram efectuadas utilizando
um modulo controlador Shimadzu® (CBM-20A Prominience) acoplado a um computador com
0 software Shimadzu® LC Solution.

A fase mdvel era composta por uma mistura de agua ultrapura acidificada com 0,1%
(v/v) de &cido formico (solvente A) e acetonitrilo (solvente B). O volume de inje¢éo foi de 50
uL. A separacao cromatografica foi efectuada num modo de gradiente exploratério (ou seja, de
0,01 min a 95 min com um aumento linear de 5% a cada 5 min do solvente B, de 5% a 100%
na mistura) com um caudal de 1,0 mL/min numa coluna de fase inversa, Gemini® RP-C18 (250
mmx 4,6 mm, Spum, 110A), adquirida 2 Phenomenex® (Phenomenex Inc., Torrance, CA, EUA).
Os espectros UV-Vis foram registados de 200 a 800 nm. As classes de fitoquimicos provavel-
mente contidas no EAcCI foram identificadas através da comparacao dos seus espectros ultra-

violeta com dados da literatura. Foram considerados os picos com pureza superior a 95%.

3.3. Animais

Para a realizacdo do presente trabalho, foram utilizados 28 camundongos machos, da
linhagem Swiss, com 60 dias de vida, provenientes do Nucleo de criagdo de animais de labora-
torio da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (NUCAL/UFS)).

O manejo dos animais durante todo o periodo experimental foi realizado de acordo com
0s principios éticos e de bem-estar recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéao
Animal (COBEA). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial de Camundongos do
DCNAT (Departamento de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Sado Jodo del Rei,
Campus Dom Bosco) em ambiente controlado (temperatura 21°C, 12 horas claro/12 horas de
escuro e exaustdo de ar) com acesso livre a 4gua e ragdo comercial balanceada autoclavadas
(Nuvilab®).



Apos atingirem 60 dias de vida, os camundongos foram eutanasiados com isoflurano e
em seguida foi realizado o isolamento do ducto deferente. Todos os procedimentos realizados
com animais neste projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFSJ — CEUA (Protocolo N° 4745120922).

3.4. Isolamento do ducto deferente

Apos a eutandsia, os animais foram posicionados em decubito dorsal para o isolamento
dos ductos deferentes direito e esquerdo. O isolamento ocorreu na seguinte ordem: abertura da
cavidade abdominal, localizagdo dos testiculos e exposicdo dos mesmos, localizagdo dos ductos
deferentes direito e esquerdo, exposicao dos ductos deferentes e retirada integral dos mesmos.
Depois de isolados os ductos deferentes foram imediatamente imersos em solugdo nutritiva
(LNV) conforme descrito por PICARELLI et al. (1962), com a seguinte composi¢cdo (mM):
NaCl 138; KCI 5,7; CaCl2 1,8; 16 NaH2PO4 0,36; NaHCO3 15 glicose 5,5 (pH 7,4 a 30°C).
Posteriormente foi realizada a dissecacéo dos ductos deferentes, com o auxilio de um micros-
copio estéreo visando retirar o maximo possivel de tecido adjacente. Os ductos deferentes foram

lavados internamente com a mesma solucdo nutritiva.

3.5. Montagem da preparacao bioldgica e aparelhagem

Para realizar o estudo da contragdo muscular, foi utilizado o sistema de banho de 6rgéos
que consiste em cubas de vidro com parede dupla, sendo a parte interna da cuba o comparti-
mento para fixacdo do ducto deferente, tendo capacidade para 10mL de solucdo nutritiva. Entre
as duas paredes da cuba, circula a agua que é aquecida a 30°C por um banho maria.

O ducto deferente teve suas extremidades amarradas com fio de algoddo e montado na
cuba fixando-se uma das extremidades (porcao prostatica) em uma haste de vidro de sustenta-
¢ao, sendo a outra extremidade (porc¢éo epididimaria) ligada ao transdutor isométrico (ADIns-
truments, Sydney, Australia). A aeracdo da solucdo nutritiva ocorreu pelo interior da haste de
vidro, sendo que esta foi conectada a um compressor para aeracdo. As contracdes foram regis-
tradas pelo hardware PowerLab e analisadas pelo software LabChart (ADInstruments, Sydney,

Australia).

3.6. Protocolo experimental

3.6.1. Estudo do efeito do extrato acetato de etila de Celtis iguanaea (EACEG).



Apos a fixagdo do ducto deferente ao sistema de registro, o tecido permaneceu em re-
pouso por 30 minutos, mergulhado em solucdo LNV, para a estabilizacdo da preparacdo. Os
estudos funcionais foram testados em 6rgdos expostos ou ndo a incubacdo do EACEG. Para
promover a contracao, foi utilizado cloreto de potéassio (KCI, agente despolarizante) ou adrena-
lina (agonista de receptores adrenérgicos). Findado o periodo de estabilizacdo da preparacéo,
foram realizadas curvas tempo-efeito com concentra¢@es unicas de KCI (80mM) ou adrenalina
(2x10°M), de acordo com o protocolo experimental. Apés a adicdo da droga indutora da con-
tracdo, foi cronometrado 5 minutos, tempo em que este composto foi deixado em contato com
0 6rgdo para inducdo e registro da contracdo. ApGs 0s cinco minutos, a solucdo nutritiva com o
indutor da contracdo foi retirada da cuba por meio de lavagens sucessivas com a solugao nutri-
tiva. Posteriormente a este processo, o 6rgao foi deixado em repouso por 30 minutos. Este pro-
cedimento foi repetido por trés vezes. No 27° minuto de repouso, entre a terceira e a quarta
curva foi adicionado ao banho 0 EACEG. Apos 3 minutos (no 30° minuto) um novo estimulo
contratil foi aplicado. Este protocolo repetiu-se com doses crescentes do EACEG, sendo elas
0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,25 mg/ml durante as contracdes induzidas por KCI. E as concentractes
utilizadas durante a inducao por adrenalina foram 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1,0
mg/ml até a obtencao da inibicdo maxima da contracdo. A contragdo que antecedeu a incubacgéo

do 6rgdo com o extrato, foi considerada a curva controle para aquele érgéo.

3.6.2. Estudo da participacdo dos canais de célcio voltagem dependente

Com o objetivo de comparar o efeito da nifedipina (inibidora dos canais de calcio vol-
tagem dependente) com o efeito de C. iguanaea foram realizados experimentos com 0 mesmo
protocolo de contracdo, descrito em 3.6.1. porém, na presenca da nifedipina. Esta foi adicionada
no 17° minuto de repouso. No 6rgéo contralateral, foi adicionado somente a nifedipina. As cur-
vas obtidas com C. iguanaea foram comparadas com as curvas obtidas com C. iguanaea na
presenca de nifedipina (10°M). A Figura 5 representa esquematicamente o protocolo experi-

mental descrito nos topicos 3.6.1 e 3.6.2.
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Figura 5: Representacdo gréafica do protocolo experimental para o estudo do efeito do
extrato de Celtis iguanaea sobre a contracdo do ducto deferente induzida por KCI (80mM),

adrenalina (2 x 10°M), na presenca ou na auséncia de nifedipina (10°M).
3.6.3. Resumo dos grupos experimentais

Em nosso estudo utilizamos dois grupos experimentais, Grupo KCl e Grupo Adrenalina,
sendo que cada grupo foi dividido em quatro subgrupos conforme podemos observar na tabela

1.



Tabela 1 — resumo dos grupos de acordo com o protocolo experimental

Grupo KCI Adrenalina

Subgrupo KCI controle Adrenalina controle
KCI + C. iguanaea Adrenalina + C. iguanaea
KCI + Nifedipina  Adrenalina + Nifedipina
KCl + Nifedipina +Adrenalina + Nifedipina +

C. iguanaea C. iguanaea

3.6.4. Parametros farmacoldgicos

As respostas contrateis foram medidas considerando as amplitudes de contracédo dos
componentes fasico e tonico induzido por KCI ou adrenalina na presenca e na auséncia de Celtis
iguanaea e/ou nifedipina. As medidas foram realizadas em gramas de tensao e em porcentagem
em relacdo a um valor de referéncia, que foi considerado como 100% da amplitude de contracao
do componente correspondente (fasico ou tonico). O valor referéncia foi obtido a partir da ana-
lise da ultima curva (32 curva) que antecedeu a incubacdo com Celtis iguanaea e/ou com ni-
fedipina. A partir desses dados foram construidos graficos com as curvas concentracdo-efeito
inibitorias. O efeito das drogas estudadas foi analisado pelo parametro farmacoldgico 1Cso (lo-
garitmo negativo da concentracdo molar da droga que produz 50% do efeito inibitério maximo).

A Figura 5 representa os protocolos experimentais realizados.

3.6.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). O
método de Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade dos dados. Os resul-
tados obtidos foram submetidos a analise estatistica por teste t de Student pareado ou ndo pare-
ado dependendo da analise, ou ANOVA one-way e pos teste de Dunnett para comparacao entre
0s grupos. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa Prism 8, versao
8.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados sig-

nificativos para p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1. Perfil fitoquimico cromatografico

Os perfis cromatograficos obtidos por HPLC-PDA para 0 EAcCI sdo apresentados na
Figura 6. No total, foram identificados oitenta e um (81) picos de fitoquimicos. A maioria destes
fitoquimicos (n = 56) foi caracterizada como derivados polares do &cido cindmico ou do &cido
benzoico (picos 1 a 19) ou flavondides semi-polares (picos 20 a 56) com base nos seus espectros
UV. Além disso, os compostos 57 a 81 correspondem ao perfil dos espectros UV das clorofilas.
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Figura 6: Perfil cromatogréafico obtido por HPLC-PDA para o extrato foliar em acetato
de etilo de Celtis iguanaea. A fase mdvel foi composta por uma mistura de agua ultrapura
acidificada com 0,1% (v/v) de &cido formico (solvente A) e acetonitrilo (solvente B). O volume
de injecao foi de 50 pL. A separacdo cromatografica foi realizada num modo de gradiente
exploratério (ou seja, de 0,01 min a 95 min com um aumento da taxa linear de 5% a cada 5 min
do solvente B, de 5% até 100% na mistura) com um caudal de 1,0 mL/min numa coluna RP-
C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum, 110A). O cromatograma 2D foi extraido a 270 nm e o 3D de
200 - 800 nm.

Os picos 2, 5, 10 11, 12, 18, 20, 25, 31, 40, 42 e 56 podem indicar os compostos mais
abundantes nas condi¢6es desta analise para 0 EAcCI, uma vez que obtiveram as maiores areas
no comprimento de onda extraido (270 nm). O perfil espetral destes fitoquimicos esta

representado na Figura 7.
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Figura 7: Perfil espetral dos fitoquimicos contidos no extrato de acetato de etilo das folhas de
Celtis iguanaea. Dados obtidos com um detetor PDA (200 - 800 nm). Rt, tempo de retencao.

4.2. Efeito inibitorio de Celtis iguanaea na contracéo induzida por KCI

A contracdo induzida por KCI no ducto deferente € composta por dois componentes:
fasico e tonico. A Figura 8 mostra o efeito inibitério do extrato de C. iguanaea, sob ambos 0s
componentes da contracdo. Sendo o0 componente tdnico estatisticamente mais sensivel quando
utilizamos como comparagéo o parametro de ICso. A Tabela 2 mostra o valor da média de pICso

de cada componente da contracao.
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Figura 8: Efeito inibitorio de concentracBes crescentes de extrato de C. iguanaea, sob o
componente fasico (circulo) e componente tonico (quadrado) da contragdo induzida por KCI

(80mM). As concentragOes crescentes utilizadas foram 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,25



mg/ml e correspondem as seguintes concentracbes em log: -2,30; -2; -1,60; -1,30; -1 e -0,60.
Cada ponto é a média + erro padrdo da média, de pelo menos 6 experimentos. Teste t Student
ndo pareado, p < 0,05 (*) p< 0,01 (**). p <0,001 (***). p < 0,0001 (****).

Tabela 2 - Valores da média de plCso do extrato de C. iguanaea sob 0s componentes

fasico e tbnico na contracéo induzida por KCI (80mM).

Componente pIC50
Féasico -1,037
Tonico -1,984*

* Componente tonico estatisticamente diferente do componente fasico, p = 0,0006.

4.2.1. Efeito da nifedipina na contracéo induzida por KCI

Para tentar elucidar o mecanismo de acéo de Celtis iguanaea, realizamos experimentos na
presenca de nifedipina (10°M), que é um inibidor classico dos canais de célcio voltagem
dependente. Na figura 9 podemos observar que mesmo na presenca de nifedipina, o extrato
continuou inibindo a contracgdo, tanto do componente fasico como do componente tonico. Os
valores da Tabela 3, demonstram que 0 componente tonico é estatisticamente mais sensivel que

0 componente fasico.
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Figura 9: Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por KCI
(80mM) na presenca da nifedipina (10° M). Utilizamos as seguintes s concentragdes crescentes
de Celtis iguanaea / 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,25 mg/ml e correspondem as seguintes
concentracdes em log: -2,30; -2; -1,60; -1,30; -1 e -0,60. Cada ponto é a média * erro padrdo
da média, de pelo menos 6 experimentos. Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p < 0,01
(**). p < 0,001 (***). p < 0,0001 (****).



Tabela 3 - Valores da média de plCso do extrato de C. iguanaea na presenca de
nifedipina (10° M), sob os componentes fasico e tonico na contracio induzida por KCI (80mM).

Componente pIC50
Féasico -1,660
Tonico -2,281*

* Componente tonico estatisticamente diferente do componente fasico, p <0,0001

4.2.2. Comparacdo do efeito inibitorio de Celtis iguanaea, na presenca e na auséncia da
nifedipina, sob cada componente da contracéo induzida por KCI.

A partir dos dados obtidos nos itens 4.2. e 4.2.1. foram construidos os graficos abaixo (Figura
10A e 10B).

A figura 10(A), mostra a comparagdo do efeito de EAcCI, na presenca e na auséncia de
nifedipina, sob o componente fasico da contracdo. Na presenca de nifedipina o efeito de Celtis
foi potencializado somente nas menores concentracdes utilizadas.

Ja a figura 10(B), mostra o efeito sob o ténico de EAcCI na presenca e na auséncia de
nifedipina. Podemos observar que na presenca de nifedipina o efeito de EAcCCI foi
estatisticamente potencializado em algumas concentrac@es quando comparamos com seu efeito
na auséncia de nifedipina.

Além de compararmos o efeito de cada concentracdo do extrato sob 0 componente fasico e
tonico, na presenca ou auséncia da nifedipina, também analisamos a 1Cso. Observamos que na
presenca da nifedipina, a inibicdo tanto do componente fasico como do ténico, foi
significativamente potencializada, quando comparada com o efeito de EAcCI na auséncia da

nifedipina (Tabela 4A e 4B, respectivamente).
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Figura 10: Efeito inibitério de Celtis iguanaea sob os componentes fasico e tdnico da
contracdo, induzida por KCI, na presenca e auséncia de nifedipina: A. Componente fasico da
contracdo induzida por KCI (80mM), na presenca de concentrac@es crescentes (0; 0,01; 0,025;
0,05; 0,1 e 0,255 mg/ml de C. iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da pré-incubacao
de nifedipina (10° M) (cinza). B: Componente tonico da contragao induzida por KCI (80mM),
na presenca de concentracdes crescentes (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,255 mg/ml) de C.
iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da pré-incubacao de nifedipina (10-5 M) (cinza).
Inibicdes estatisticamente significativas na comparacdo entre fasico/fasico e ténico/tdnico.
Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p <0,01 (**). p < 0,001 (***). p <0,0001 (****).



Tabela 4A - Valores da média de ICso de Celtis iguanaea na presenga ou auséncia de

nifedipina (10°°M) sob o componente fasico da contragdo induzida por KCI (80 mM).

Féasico pICso
EAcCI -1,048
Nifedipina + EAcCI -1,660*

* Componente estatisticamente diferente, p = 0,0015

Tabela 4B - Valores da média de 1Cso de Celtis iguanaea na presenca ou auséncia de

nifedipina (10°M) sob o componente tonico da contracéo induzida por KCI (80 mM).

Tonico plCso
EACcCI -1,984
Nifedipina + EAcCI -2,281*

* Componente estatisticamente diferente, p = 0,0332

4.3. Efeito inibitorio de C. iguanaea na contracdo induzida por Adrenalina.

Realizamos experimentos para verificar o efeito de extrato de C. iguanaea na contracdo
induzida por adrenalina. A Figura 11 mostra o efeito inibitorio do extrato de C. iguanaea, sob
ambos 0s componentes (fasico e ténico) da contracdo induzida por adrenalina. Podemos
observar que ambos sdo sensiveis a acdo do extrato, embora 0 componente fasico tenha sido
muito mais resistente a acao inibitdria de C. iguanaea quando comparamos com 0 componente
tonico. Ao compararmos os valores de ICso observamos diferencga estatistica entre eles sendo o

componente tonico mais sensivel (Tabela 5).
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Figura 11: Efeito inibitério de concentracdes crescentes de extrato de C. iguanaea, sob o
componente fasico (circulo) e componente tdnico (quadrado) da contragdo induzida por
adrenalina. As concentracOes crescentes utilizadas foram 0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1;
0,25 e 1 mg/ml e correspondem as seguintes concentra¢bes em log: -3; -2,30; -2; -1,60; -1,30;
-1; -0,60 e 0. Cada ponto é a média * erro padrdo da média, de pelo menos 8 experimentos.
Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p < 0,01 (**). p < 0,001 (***). p <0,0001 (****).

Tabela 5 - Valores da média de plCso do extrato de C. iguanaea sob o componente

fasico e tonico na contragéo induzida por Adrenalina (10°M).

Componente pICso
Féasico 0,2167
Tonico -1,748*

*Componente ténico diferente estatisticamente do componente fasico, p < 0,0001.

4.3.1. Efeito da nifedipina na contracéo induzida por adrenalina

Para tentar elucidar o mecanismo de acdo de Celtis iguanaea, realizamos experimentos
com a nifedipina, que € um inibidor classico dos canais de célcio voltagem dependente.
Inicialmente realizamos experimentos com concentracdes crescentes de nifedipina para
determinar o valor de 1Cso, para em seguida testar o efeito de EAcCI na presenca de nifedipina.
Na figura 12, demonstramos que as concentracoes crescentes de nifedipina inibiram ambos os
componentes da contracdo induzida pela adrenalina. Quando comparamos os valores das
médias de plCso dos componentes fasico e tonico (Tabela 6), observamos que houve diferenca

significativa entre eles.
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Figura 12 - Efeito inibitorio de concentracdes crescentes (10, 108, 107, 10® 10° e 10°
4 M) de nifedipina, sob o componente fasico (circulo) e componente tonico (quadrado) da
contracéo, induzida por adrenalina (107°). Cada ponto é a média + erro padrdo da média, de pelo
menos 6 experimentos. Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p < 0,01 (**). p < 0,001 (***).
p < 0,0001 (*¥***),

Tabela 6 - Valores da media de plCso da nifedipina sob 0 componente fésico e tonico

na contragdo induzida por adrenalina (10°M) no ducto deferente.

Componente p1C50
Fasico -4,629
Tonico -6,692*

* Componente tonico diferente estatisticamente do componente fasico, p = 0,0024.

4.3.2. Efeito de Celtis iguanaea, na presenca de nifedipina (10'M) sobre a
contracdo induzida por adrenalina.

A partir dos resultados do item 4.3.1. observamos que a I1Cso do efeito da nifedipina é
diferente para cada componente da contracdo, assim, realizamos experimentos de
concentraces crescentes de Celtis iguanaea na presenca de duas concentracdes de nifedipina
(10"M) e (10°M).

Primeiro vamos demonstrar o efeito do Celtis iguanaea na presenca da concentracao de
107M de nifedipina (Figura 13). Ambos os componentes s&o sensiveis ao efeito inibitorio de

EACcCI na presenca de nifedipina, apresentando diferenca estatistica entre eles (Tabela 7).
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Figura 13: Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por
adrenalina (10®° M) na presenca da nifedipina (107 M). As concentracdes crescentes foram
0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1 mg/ml e correspondem as seguintes concentracoes
em log: -3; -2,30; -2; -1,60; -1,30; -1; -0,60 e 0. Cada ponto € a média + erro padrdo da média,
de pelo menos 6 experimentos. Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p < 0,01 (**). p <
0,001 (***). p <0,0001 (****),

Tabela 7 - Valores da média de plCso do extrato de C. iguanaea na presenca de

nifedipina (10"M), sob os componentes fasico e ténico na contragdo induzida por adrenalina.

Componente p1C50
Fasico 0,1557
Tonico -1,807*

* Componente tonico estatisticamente diferente do componente fasico, p <0,0001

4.3.3. Comparacéo do efeito inibitorio de Celtis iguanaea, na presenca e na auséncia
da nifedipina (10" M), sob o componente fasico e tdnico da contracdo induzida por
adrenalina.

De acordo com os dados obtidos nos itens 4.3., 4.3.1. e 4.3.2. foram construidos 0s
gréficos abaixo (Figura 14A e 14B).

A figura 14(A), mostra a comparacao do efeito de EAcCI, na presenca e na auséncia de
nifedipina (107M), sob o componente fasico da contracdo, onde observamos que ndo houve

diferenca estatistica entre elas. Ja a figura 14(B), mostra a comparacéo do efeito de EAcCI, na



presenca e na auséncia de nifedipina (10”M) no componente tonico, onde foi possivel observar
que o efeito foi estatisticamente potencializado somente na menor concentragéo.

Além de compararmos o efeito de cada concentracdo do extrato sob o componente fasico
e tbnico, na presenca ou auséncia da nifedipina, também analisamos a ICso e observamos que
na presenca da nifedipina, ndo ha diferenca estatistica no efeito de EAcCI, independentemente

do componente avaliado (Tabela 8A e 8B, respectivamente).
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Figura 14: Efeito inibitério do EAcCI sob os componentes fasico e tonico da contracéo,
induzida por adrenalina, na presenca e auséncia de nifedipina (10"M). A: Componente fasico
da contracdo induzida por adrenalina, na presenca de concentracdes crescentes (0,001; 0,005;
0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1 mg/ml) de C. iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da
pré-incubacio de nifedipina (10° M) (cinza). B: Componente ténico da contracéo induzida por

adrenalina, na presenca de concentragdes crescentes (0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25



e 1 mg/ml) de C. iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da pré-incubacdo de nifedipina
(107 M) (cinza). InibigBes estatisticamente significativas na comparagio entre fasico/fasico e
tonico/ténico (Teste t Student ndo pareado), p < 0,05 (*) p < 0,01 (**). p < 0,001 (***). p <
0,0001 (****).

Tabela 8A - Valores da média de ICso de Celtis iguanaea na presenca ou auséncia de

nifedipina (10”"M) sob o componente fasico na contracéo induzida por adrenalina (10°M).

Féasico plCso
EAcCI 0,2167
Nifedipina + EAcCI 0,1557

Tabela 8B - Valores da média de 1Cso de Celtis iguanaea na presenca ou auséncia de
nifedipina (10"M) sobre o componente tonico na contracéo induzida por adrenalina (10°M).

Tonico pICso
EACCI -1,748

Nifedipina + EAcCI -1,801

4.3.4. Efeito de Celtis iguanaea, na presenca de nifedipina (10°M) sobre a
contracéo induzida por adrenalina.

Como dito anteriormente, realizamos experimentos de concentragcdes crescentes de
Celtis iguanaea na presenca de duas concentracdes de nifedipina (107'M) e (10°M). A figura
15 representa o efeito de Celtis iguanaea na presenca da concentracdo de 10°M de nifedipina
sob o componente fasico e 0 componente ténico da contracdo induzida por adrenalina. Ambos
0s componentes sdo sensiveis a associa¢do do EAcCI com a nifedipina, apresentando diferenca

estatistica entre eles (Tabela 9).
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Figura 15: Componentes fasico (circulo) e ténico (quadrado) da contracdo induzida por
adrenalina (10®° M) na presenca da nifedipina (10° M). As concentracdes crescentes foram
0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1 mg/ml e correspondem as seguintes concentracoes
em log: -3; -2,30; -2; -1,60; -1,30; -1; -0,60 e 0. Cada ponto € a média + erro padrdo da média,
de pelo menos 6 experimentos. Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p < 0,01 (**). p <
0,001 (***). p <0,0001 (****),

Tabela 9 - Valores da média de plCso do extrato de C. iguanaea na presenca de

nifedipina (10> M), sob os componentes fasico e tdnico na contracéo induzida por adrenalina.

Componente p1C50
Fasico 0,02052
Tonico -1,957*

* Componente tonico estatisticamente diferente do componente fasico, p <0,0001

4.3.5. Comparacéo do efeito inibitorio de Celtis iguanaea, na presenca e na auséncia
da nifedipina (10° M), sob o componente fasico e tdnico da contracdo induzida por
adrenalina.

De acordo com os dados obtidos nos itens 4.3., 4.3.1. e 4.3.4. foram construidos 0s
gréficos abaixo (Figura 16A e 16B).

A figura 16(A), mostra a comparacao do efeito de EAcCI, na presenca e na auséncia de
nifedipina (10°M), sob o componente fasico da contragdo, onde observamos que houve
diferenca estatistica entre elas somente em uma concentragdo (0,01mg/ml). J& figura 16(B),

mostra a comparagéo do efeito de EAcCI, na presenca e na auséncia de nifedipina (10°M) sob



0 componente tonico. O efeito do EAcCI foi estatisticamente potencializado somente na menor
concentragéo utilizada quando comparamos com seu efeito na auséncia de nifedipina.

Além de compararmos o efeito de cada concentracdo do extrato sob o componente fasico
e tbnico, na presenca ou auséncia da nifedipina, também analisamos a 1Cso e observamos que
na presenca da nifedipina, ndo ha diferenca estatistica no efeito de EAcCI, independentemente

do componente avaliado (Tabela 10A e 10B, respectivamente).
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Figura 16: Efeito inibitorio de EAcCI sob os componentes fasico e tonico da contracao,
induzida por adrenalina, na presenca e auséncia de nifedipina (10°M). A: Componente fasico
da contracdo induzida por adrenalina, na presenca de concentracdes crescentes (0,001; 0,005;
0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25 e 1 mg/ml) de C. iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da
pré-incubacio de nifedipina (10° M) (cinza). B: Componente ténico da contragéo induzida por

adrenalina (80mM), na presenca de concentragdes crescentes (0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05;



0,1; 0,25 e 1 mg/ml) de C. iguanaea (preto) e de C. iguanaea na presenca da pré-incubacao de
nifedipina (10° M) (cinza). InibicGes estatisticamente significativas na comparacdo entre
fasico/fasico e tonico/tdnico Teste t Student ndo pareado, p < 0,05 (*) p <0,01 (**). p<0,001
(***). p <0,0001 (****),

Tabela 10A - Valores da média de ICso de Celtis iguanaea na presenca ou auséncia de

nifedipina (10°M) sobre o componente fasico contragdo induzida por adrenalina (10°M).

Féasico plCso
EAcCI 0,2167
Nifedipina + EAcCI 0,02052

Tabela 10B - Valores da média de 1Cso de Celtis iguanaea na presenca ou auséncia de
nifedipina (10°M) sobre o componente tonico contracio induzida por adrenalina (10°M).

Tonico pICso
EACCI -1,748
-1,957

Nifedipina + EAcCI

O quadro 1 mostra o resumo dos resultados obtidos. Ele mostra qual componente da
contracdo foi mais sensivel (>) a acdo de Celtis iguanaea na presenca e na auséncia de

nifedipina quando comparamos a 1Cso.



Quadro 1 — Resumo dos resultados obtidos na comparacgéo da ICso entre os diferentes protocolos

e os diferentes componentes da contracdo no ducto deferente.

KCI ADRENALINA

Celtis iguanaea F>T Celtis iguanaea F>T

Nif + EACCI F>T Nif (107) + EAcCI F>T
Comparacéo Celtis | F (EAcCI) > F (Nif Comparagdo EAcCI x | F (EACCI) =F
x Nif + EAcCI + EACCI). Nif (107) + Celtis (Nif + EACCI).
T (EACCI) > T (Nif T(EACCH=T
+ EACCI) (Nif + EAcCCI)

Nif (10°°) + EACCI F>T

Comparacdo EAcCI x | F (EACCI) = F
Nif (10°) + EACCI. (Nif + EACCI).

T(EACCI) =T
(Nif + EAcCI)




5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que Celtis iguanaea, foi capaz de induzir o relaxamento
da contracdo induzida por KCI no ducto deferente de camundongo. Este relaxamento foi obser-
vado tanto no componente fasico quanto no componente ténico da contracdo, sendo 0 compo-
nente tdnico mais sensivel. Ao utilizarmos a C. iguanaea na presenca de nifedipina, percebemos
que o efeito do C. iguanaea foi potencializado, especialmente o componente toénico. Na com-
paracdo dos efeitos inibitdrios em cada componente, analisados separadamente, e demonstra-
mos que na presenca da nifedipina, o efeito de EAcCI foi potencializado somente nas menores
concentragdes utilizadas, no componente fasico. E quando analisamos o componente tonico, o
efeito de EAcCI foi estatisticamente potencializado em algumas concentra¢des quando compa-
ramos com seu efeito na auséncia de nifedipina.

Além disso, quando realizamos a indugéo da contracédo por adrenalina, o Celtis iguanaea
apresentou efeito inibitério tanto no componente fasico como no ténico da contragéo, sendo o
componente ténico estatisticamente mais sensivel a agédo de EAcCI. E ao analisar o efeito de
EACCI, na presenca da nifedipina, percebemos que ele foi mantido. E comparando os compo-
nentes separadamente, o efeito de EACCI, na presenca e na auséncia de nifedipina, observamos
que, no componente fasico da contragcdo, ndo houve diferenca estatistica. J& no componente
tonico, foi possivel observar que o efeito foi estatisticamente potencializado em concentracGes

mais baixas de EAcCI.

5.1. Avaliacdo da caracterizacdo do extrato acetato de etila de Celtis iguanaea.

5.1.1. Perfil fitoquimico cromatografico

Os espectros obtidos para os picos 2, 5, 10 11, 12, e 18 sugerem a ocorréncia de acidos
fendlicos no EAcCI. Normalmente, os fendis simples absorvem no comprimento de onda UV
curto, ou seja, na regiao UVC (100-280 nm) (HARBORNE, 1998). Estes compostos sdo prov-
avelmente derivados do &cido cindmico ou do &cido benzoico (SAKAKIBARA et al, 2003),
uma vez gque apresentam uma banda com maximos de absor¢do em torno de 280 nm (VINOD
et al, 2015) e 230 nm (KARIMOVA et al, 2020), respetivamente. Os desvios nestes compri-
mentos de onda de absorcdo maxima (ou seja, desvios batocromicos ou hipsocromicos) podem
ocorrer devido ao grau de ionizacdo ou ao padréo de substituicdo da fracdo principal.

Os fitoquimicos representados pelos picos 20, 25, 31, 40, 42 e 56 apresentaram duas
bandas nos espectros, o que é consistente com os flavondides, ou seja, a banda | na faixa de 300

nm a 400 nm do anel aromatico do benzopirano (anel B) e a banda Il entre 240 nm e 285 nm



correspondente ao anel aromatico (anel A) do substituinte fenil da estrutura principal C6-C3-
C6 bésica do sistema fenil-benzopirano (SIMOES et al, 2017).

No seu conjunto, este perfil fitoquimico corrobora os dados resultantes da analise por
HPLC-PDA do extrato hidroetandlico a granel (70 %) das folhas de C. iguanaea, no qual foram
identificados trés acidos fendlicos (i.e., &cido galico, &cido clorogénico e &cido elagico) e dois
flavondides (rutina e quercetina) (HAAS DA SILVA & FROEDER, 2016). Uma vez que o
acetato de etila também é um solvente com polaridade intermediaria (HAMINIUK et al, 2014),
nossos achados indicam que foram capazes de arrastar agliconas semipolares (e.g., flavonas,
flavonois, flavanonas e outras agliconas com grande grau de metilacdo) ao lado de outros
polifendis para a amostra. Portanto, sugerimos que esses fitoquimicos contidos no EAcCI po-
dem ser responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos aqui evidenciados. No entanto, ainda sao
necessarias mais analises de elucidagéo estrutural utilizando técnicas de detecdo mais selectivas
(por exemplo, espetrometria de massa) para determinar com precisdo quais Sdo 0s principais

fitoquimicos no EAcCI.

5.2. O efeito do Celtis iguanaea na contracéo induzida por KCI.

O ducto deferente, e os demais 6rgdos de musculatura lisa, dependem do influxo se Ca?,
pela membrana plasmatica, para iniciar a contracdo, assim como, da liberacéo de calcio de es-
toques armazenados em organelas, como as mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico. Esse in-
fluxo de Ca* extracelular € mediado principalmente pela abertura de Ca* do tipo L voltagem
depentendes. E esses canais de Ca* localizados na membrana plasmatica, ativam-se pela des-
polarizacdo da membrana gerada por KCI, e medeiam a entrada de Ca* em resposta a potenciais
de acdo, iniciando a contracdo diretamente pelo aumento da concentracédo citosolica de Ca* e
também pela ativacdo da liberacdo de célcio dependente de calcio (CICR), pelos canais de li-
beracdo de Ca* sensiveis a rianodina no reticulo sarcoplasmatico (CATTERALL, 2011)

Em nossos experimentos o KCI induziu uma contracdo bifasica, assim como é descrito
na literatura. A resposta ao KCI é constituida por uma contracdo inicial, transitdria e rapida,
conhecida como componente “fasico”, que apresenta em um registro de for¢a, um pico rapido,
seguida de uma contracéo secundaria lenta e sustentada, denominada componente “tonico”, que
é representada, em um registro de forca, por uma linha continua horizontal (HAY &
WADSWORTH, 1983; LIPSKAIA et al., 2012; WALLACE et al., 2015; PERANTONI et al.,
2020; LIMA et al., 2022).

Quando comparamos 0s componentes fasico e tonico da contragdo induzida por KCI, na

presenca do Celtis iguanaea, observamos que 0s dois componentes sdo sensiveis a agdo do



EACCI. E analisando os valores da I1Cs,, verificamos diferenca estatistica entre 0s componentes.
Os nossos resultados demonstram que o Celtis iguanaea foi capaz de induzir o relaxamento da
musculatura lisa do ducto deferente, uma vez que comparamos o efeito de diferentes concen-
tracdes do mesmo sob 0s componentes fasico e tbnico, com seus respectivos controles e obser-
vamos diferenca estatistica entre elas.

N&o ha trabalhos na literatura que associam o Celtis iguanaea com a contra¢do de mus-
culo liso, sendo assim, buscamos trabalhos que correlacionem o efeito de outras plantas a mus-
culatura lisa e observamos que o efeito de diferentes extratos sobre a contra¢do induzida por
KCI foi demonstrado em diferentes trabalhos (RIBEIRO et al., 2003; FLEER & VERSPOHL,
2007; SANDRAEI et al., 2011; SANDRAEI et al., 2013; PERANTONI et al., 2020; LIMA et
al., 2022). No canal deferente do rato, 0 aumento do célcio intracelular induzido pelo KCI é
causado principalmente pela despolarizacdo da membrana e pelo influxo de Ca 2+ através de
canais de Ca2+ dependentes da voltagem do tipo L (Jurkiewickz et al., 1994).

Trabalhos anteriores também mostraram que, o efeito de Ageratum conyzoides e Gin-
gko biloba foi maior sobre 0 componente ténico da contragédo, assim como neste trabalho (PE-
RANTONI et al., 2020; LIMA et al., 2022). Ribeiro et al., também demonstraram em ducto
deferente que a nantenina, um alcaloide isolado de Ocotea macrophylla apresentou efeito ini-
bitorio na contracdo induzida por KCI (RIBEIRO et al., 2003). Em relagdo a outros 6rgaos,
também foi demonstrado o efeito relaxante de extratos sobre a contracdo induzida por KCI
(FLEER & VERSPOHL, 2007; SANDRAEI et al., 2011; SANDRAEI et al., 2013). O ileo de
ratos também foi testado frente a extratos vegetais com possivel a¢ao relaxante, como o extrato
de acetona de Prangos ferulacea e os extratos da raiz e da parte aérea de Pycnocycla spinosa e
também apresentaram efeitos antiespasmodicos concentracdo dependente na contracdo (SAN-
DRAEI etal., 2011; SADRAEI et al., 2013). E o extrato etanolico das partes aéreas de Plantago
lanceolata L. demonstrou efeito relaxante sobre ileo e traqueia isolados de cobaia (FLEER &
VERSPOHL, 2007).

S6 ha um trabalho com o género Celtis porém com outra espécie, mas ainda assim este
trabalho corrobora com nossos resultados, Celtis durandii, induziu relaxamento da aorta, tam-
bém na contracdo induzida por KCI (DIMO et al, 2005).



5.2.1. Efeitos do Celtis iguanaea na presenca da nifedipina, na contragdo induzida
por KCI.

Como a contracéo esta intimamente ligada a entrada de calcio nas células, utilizamos a
nifedipina que é um bloqueador classico dos canais de célcio dependentes de voltagem, a fim
de avaliar a inibicdo desses canais frente a concentragdes crescentes de Celtis iguanaea.

Na presencga de nifedipina, o relaxamento induzido por Celtis iguanaea, em algumas
concentracgdes, foi aumentado e o pIC50 foi reduzido, indicando que o efeito foi potencializado.
Esse resultado vai ao encontro dos resultados encontrados por Langton e Huddart (1988), que
demonstraram que o componente fasico e ténico da contragdo induzida por KCI é dependente
de ions célcio provenientes do meio extracelular e que a presenca da nifedipina causa inibicdo
dos componentes fasico e tdnico da contragdo induzida por KCI, tanto na porgédo epididimal
quanto na porgdo prostatica do ducto deferente. E quando as porc¢bes foram comparadas, 0s
autores observaram que a por¢do prostatica € mais sensivel ao efeito da nifedipina, quando
comparado o componente fasico e ténico, com a porc¢édo epididimal (LANGTON; HUDDART,
1988). O mesmo achado foi demonstrado por Huddart e Langton (1984) porém em experimen-
tos realizados em ileo de ratos (HUDDART; LANGTON; SAAD, 1984). A nifedipina inibiu
totalmente a resposta do KClI, indicando envolvimento dos canais de célcio voltagem depenten-
tes do tipo-L, em contracdo induzida pelo KCI, no ileo de ratos Wistar machos (SNDRAEI et
al., 2013).

Os nossos resultados mostram que a Celtis iguanaea na presenca de nifedipina tem seu
efeito potencializado e este achado vai ao encontro dos resultados encontrados por outros auto-
res (MEHMOOD et al., 2010; SOUSA et al., 2010; KIM, 2015; LIMA et al., 2022).

Lima et al. (2022), demonstraram que o extrato de Ginkgo biloba, e na presenca da
nifedipina, teve seu efeito potencializado, porém somente no componente ténico. Este grupo
também testou o efeito da quercetina, na presenca da nifedipina, e observaram potencializacéo
o efeito da quercetina em ambos 0s componentes, fasico e ténico, propondo que a inibicéo
causada pela quercetina ndo depende unicamente de canais de calcio dependentes de voltagem
(LIMA et al, 2022).

De forma semelhante ao que foi mostrado em nossos resultados, o extrato de Ligusticum
jeholense apresentou seu efeito vasorrelaxante potencializado na presenca da nifedipina, na
aorta toracica de ratos em uma contracdo induzida por fenilefrina, um indutor diferente do que
utilizado em nossos resultados (KIM, 2015). E na contracéo induzida por acetilcolina, foi ob-
servado por Mehmood et al. (2010), que o efeito relaxante da Phyllanthus emblica foi potenci-

alizado pela nifedipina, no jejuno e ileo de camundongos. Esses resultados sdo semelhantes ao



que observamos na contracao induzida por KCI (MEHMOOK et al., 2010). E o éleo essencial
de Mentha peperita exibiu atividade antiespasmodica na traqueia de rato pré-contraida por car-
bachol e a pré-incubacdo com tetraetilaménio ndo modificou o efeito do 6leo de hortela-pi-
menta, mas mostrou claramente uma resposta potenciada (SOUSA et al, 2010).

No entanto, ha trabalhos mostram efeito contrario ao que foi apresentado em nossos
resultados, onde o efeito do extrato na presenta da nifedipina foi atenuado. Como o trabalho de
Amato et al (2014) observou que outra 0 mentol, que é capaz de reduzir a atividade mecanica
do colon distal humano bloqueando o influxo de Ca* através de canais de Ca* do tipo L depen-
dentes da voltagem do sarcolema (AMATO et al, 2014). E Lafayette et al. (2008), que mostra-
ram que a Sa-dihidrotestosterona é capaz de induzir o relaxamento da contracdo de KCI no
canal deferente. Este efeito ndo foi afetado pela presenca de glibenclamida, 4-aminopiridina e
caribdotoxina (bloqueador do canal de K*) e nem por ODQ (inibidor da guanilato ciclase sen-
sivel ao oxido nitrico), a semelhanca dos nossos resultados com a nifedipina, mas quando tes-
taram a Sa-dihidrotestosterona na presenca de nifedipina, o efeito foi revertido, sugerindo o
envolvimento de canais de Ca* dependentes de voltagem do tipo L (LAFAYETTE et al.,
2008).

Em suma, os nossos resultados indicam que o efeito inibitério do Celtis iguanaea é
independente dos canais de Ca2+ dependentes da voltagem do tipo L, uma vez que a nifedipina

ndo conseguiu reverter o efeito relaxante.

5.3. O efeito do Celtis iguanaea na contracéo induzida por adrenalina.

Apos investigar um possivel mecanismo de acdo do extrato acetato de etila de Celtis
iguanaea sobre a contracdo induzida por KCI, decidimos estudar o efeito do Celtis sobre a
contracdo do mesmo érgéo, porém induzida por adrenalina, além de estudar o possivel efeito a
partir da inibicdo dos canais de calcio voltagem dependente.

Em relacdo a contracdo induzida por adrenalina, assim como no nosso trabalho, foi de-
monstrado por HUANG et al. (2001), que a contracdo do ducto deferente é caracterizada por
uma resposta bifasica, sendo que a contracdo fasica foi considerada rapida inicial seguida por
uma contracdo tonica (HUANG et al., 2001). No entanto, diferente da contracdo observada em
nossos resultados, Boselli e colaboradores (1997), apontam que a resposta do ducto deferente
de rato a noradrenalina é caracterizada por trés componentes, sendo um componente fasico
inicial, seguido por um componente tdnico, e sobreposto a este 0 que 0s autores nomearam de
picos intermitentes de contragdo (BOSELLI; BIANCHI; GRANA, 1997).



Quando comparamos 0s componentes fasico e tdnico da contracéo induzida por adrena-
lina, na presenca do Celtis iguanaea, observamos que 0s dois componentes sdo sensiveis a acdo
do Celtis. E analisando os valores da ICs, verificamos que ndo ha diferenca estatistica entre 0s
componentes. A Celtis iguanaea induziu um relaxamento dependente da concentracdo na con-
tracdo induzida pela adrenalina. No entanto, a componente fasica € mais resistente quando com-
parada com a componente tdnica.

N&o hé relatos da utilizacdo de Celtis iguanaea na contracdo induzida por adrenalina,
mas observamos, que outras plantas apresentaram uma acao espasmolitica na contracdo do
ducto deferente. A nantenina, um alcaloide isolado de Ocotea macrophylla e Morinda ifolia
Linn e seus principios bioativos Scopoletina e hidrato de rutina apresentaram efeito relaxante
na contracao induzida por noradrenalina. (RIBEIRO et al., 2003; PANDY et al., 2014).

5.3.1. Efeitos do Celtis iguanaea na presenca da nifedipina, na contragdo induzida
por adrenalina.

O aumento de célcio intracelular é importante para a contragdo do ducto deferente, por
isso decidimos verificar se o efeito de EAcCI seria modulado pela presenca de nifedipina. E
como a literatura relacionando o Celtis iguanaea frente a contracdo de musculos liso ainda é
escassa, na tentativa de determinar a dosagem ideal de nifedipina, que interaja com 0s canais
de célcio, na contracdo induzida por adrenalina para ser utilizada juntamente com o Celtis igua-
naea, realizamos uma curva de dose-efeito da nifedipina na contracdo induzida pela adrenalina
e observamos que o componente fasico teve pICs -4,629 e 0 componente tonico apresentou
plCs -6,692, apresentando diferenca estatistica entre eles.

Sendo assim, observamos que o efeito da nifedipina é diferente em cada componente da
contracdo, e por isso, realizamos experimentos de concentragdes crescentes de Celtis iguanaea
na presenca de duas concentracfes de nifedipina (10’M e 10°M). E independentemente da
dosagem na nifedipina, observamos que 0s componentes sdo sensiveis a associacdo do EAcCI
com a nifedipina, apresentando diferenca estatistica entre eles. Essa inibicdo indica que na con-
tracdo induzida pela adrenalina, pelo menos em parte é causada pelo influxo de ions Ca? dos
canalis de célcio voltagem dependentes do tipo L. E alguns trabalhos ja demonstraram o efeito
da nifedipina sobre a contracdo induzida por noradrenalina (OHMURA et al., 1992; KIGUTI,
2011). Ohmura et al. (1992), demonstraram este efeito inibitorio nas por¢des prostatica e epi-
didimal , enquanto Kiguti (2011), que mostrou o efeito no érgéo inteiro (OHMURA et al., 1992;
KIGUTI, 2011). O trabalho de Boselli et al. (1998), apresenta que a nifedipina foi responsavel

por inibir o componente fasico e 0 componente tdnico da contracdo induzida por noradrenalina



(3 x 10-6M), em ductos deferentes de ratos Wistar. Os autores propdem que esse resultado pode
ser explicado pela existéncia de dois tipos de canais de calcio que sdo abertos quando ha esti-
mulacdo dos adrenoceptores. O primeiro canal, sensivel a nifedipina, permite a entrada do cél-
cio que comeca a contrair. Esse canal é responsavel pelo componente fasico e, parcialmente,
pelo componente ténico. O segundo canal, que também é sensivel a nifedipina, permite a en-
trada de calcio, o que é responsavel pela liberagdo de calcio dos estoques intracelulares. Sendo
que o componente tonico sera mantido por meio da mobilizacdo de célcio dos estoques intra-
celulares. (BOSELLI et al., 1998). Ja o trabalho de Huang et al. (2001), demonstra que o pré-
tratamento com nifedipina ndo afetou o componente fésico da contracdo induzida por noradre-
nalina na porc¢éo epididimal do ducto deferente de rato, demonstrando que o célcio intracelular
possui uma contribuicdo substancial para este componente da contragdo (HUANG et al., 2001).

Analisando os componentes fasico e tonico separadamente, na preenga da nifedipina,
observamos que, como esperado, a nifedipina inibiu tanto o componente fasico como o tonico.
No entanto, a resposta de relaxamento a Celtis iguanaea nao foi significativamente modificada
pela pré-incubacdo com nifedipina. E buscamos trabalhos que ocoborem com esse resultado e
vimos que o trabalho de Amato et al. (2014), testou o efeito do Menthol frente diferentes subs-
tancias para tentar elucidar o seu possivel mecanismo de acdo. Na presenca de tetradotoxina
(blogqueador da transmisséo neural), ODQ (inhbitor of NO-sensitive guanylate cyclise) ou te-
traetilamonio (bloqueador de canais de K*) o efeito do Menthol nao foi revertido sugerindo que
0 Menthol ndo causa inibicdo da contracdo por atuacao nesta via de sinalizacéo. Estes resultados
sdo parecidos com o que encontramos, porém com nifedipina, mas neste mesmo trabalho
quando foi testado o efeito do Menthol na presenca da nifedipina, o efeito foi revertido, suge-
rindo que Menthol inibe os canais de Ca2+ voltagem dependente do tipo L, sendo este resultado
diferente do que obtivemos (AMATO et al., 2014).

Ja Bertin et al., (2011), apresentou que ap0s a incubacdo dos tecidos arteriais com ni-
fedipina, o vasorrelaxamento induzido pelo extrato metandlico da semente de Casimiroa edulis
ndo foi afetada, tanto em tecidos arteriais jovens como velhos, da pré-contracdo induzida pela
fenilefrina. Esse resultado é semelhante ao nosso, onde na presenca da nifedipina, o efeito ndo
foi alterado, excluindo a possibilidade de interacdo do extrato de Casimiroa edulis ou Celtis
iguanaea nos canais de célcio do tipo L (BERTIN et al., 2011). Ja o trabalho de Wu et al. (2014),
mostra um efeito contrario ao que foi apresentado em nossos resultados, onde a vindorosina, 0
principal componente da Catharanthus roseus teve seu efeito relaxante atenuado na artéria renal

de ratos, em uma contragéo induzida por fenilefrina (WU et al., 2014).



Sendo assim, uma vez que o pré-tratamento com nifedipina ndo alterou os valores 1Cs,
para o relaxamento da Celtis iguanaea, é evidente que os canais de Ca* dependentes da volta-
gem do tipo L ndo sdo responsaveis pelo efeito relaxante da Celtis iguanaea.



6. CONCLUSAO

Estes resultados indicam que a Celtis iguanaea é capaz de inibir algum mecanismo en-
volvido na sinalizagdo da contracdo do canal deferente. Estes resultados contribuem para a elu-
cidacdo do seu mecanismo de acdo. Uma vez que a inibicdo da contracdo deste 6rgdo pode
retardar a ejaculacdo, esta poderia ser uma estratégia terapéutica para o tratamento da ejacula-

cao precoce e 0s seus possiveis usos fitoterapéuticos.
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