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RESUMO

A Polygala paniculata L. € uma planta que cresce na costa Atlantica brasileira.
E utilizado pela populacdo para o tratamento de doencas respiratdrias,
problema renal, dor de estbmago e diarréia. Estudos fitoquimicos revelaram a
presenca de flavondides que ja foram identificados e isolados da Polygala
paniculata L. Neste estudo, avaliamos os efeitos do extrato bruto hidroalcodlico
da Polygala paniculata L. (EHPP) in vitro, em aorta isolada de rato e in vivo em
ratos normotensos anestesiados. Para isso ratos Wistar foram mortos, a aorta
toracica isolada e seccionada em anéis, os quais foram acondicionados por
meio de hastes metalicas em cubas de vidro contendo solugao nutritiva de
Krebs-Henseleit aerada com carbogénio. As preparagdes foram submetidas a
uma tensdo de 1g para o registro das concentragbes isométricas por meio de
transdutores de forca. O EHPP nas concentragdes de 300, 500 e 1000 ug/ml,
promoveu relaxamento vascular de (3,7 £ 1,9 %; 8,3 £3,1 %; 39,5 + 3,2 %,
respectivamente) em aorta com endotélio integro, previamente contraido por
fenilefrina (1 uM). O efeito vasorrelaxante foi abolido pela incubag¢ao prévia dos
inibidores da enzima o6xido nitrico sintase, L-NAME (10 uM; 0,2 + 0,1 %) e ODQ
(2,2 £ 1,6 %). A exposicao dos anéis de aorta ao tetraetilamdnio (10 mM; um
bloqueador néo seletivo de canais de K ) resultou em uma inibigdo parcial do
relaxamento vascular induzido pelo EHPP. Na investigagao da participacéo dos
receptores muscarinicos, foi utilizada a atropina (1uM), que ndo modificou o
relaxamento vascular promovido pelo EHPP. Na investigagdo in vivo, ratos
normotensos foram anestesiados com cetamina (100mg/kg) e xilazina
(20mg/kg) via intramuscular para a canulacdo da veia femoral e artéria
carotida. Através da veia femural foram administrados inibidores e
antagonistas, através da artéria cardtida foi mensurada continuamente a
pressao arterial. A administragdo via oral de EHPP (30, 100 e 300 mg/kg)
apresentou a redugcao maxima da pressao arterial média (PAM) em 17,4 + 1,98;
235+ 2,7, e 27,1 £ 2,8 mmHg, respectivamente. A hipotensdo causada pelo
EHPP (100 mg/kg, v.o.) foi reduzida quando os animais foram infundidos com

L-NAME (um inibidor do éxido nitrico sintase, 7 mg/kg/min) ou com azul de



metileno (um inibidor de guanilato ciclase, 150 nmol/kg/min). Porém, o
tratamento com atropina (5 mg/kg, s.c.) e com TEA (360 pmol/kg, i.v.), ndo
interferiu no efeito hipotensor do EHPP 100 mg/kg (v.0.). A administracao via
endovenosa da rutina, o composto majoritario do EHPP, promoveu redugao da
PAM em 29 * 2,8 mmHg para a dose de 30 mg/kg (i.v.). Os resultados obtidos
sugerem que a P. paniculata L. possui um ou mais componentes capazes de
relaxar o musculo liso vascular (aorta de rato). Esse efeito independente da
concentragéo e requer a integridade endotelial, porém ndo envolve a ativagao
de receptores muscarinicos, nossos resultados indicam que o possivel
mecanismo de agao do EHPP envolve a ativagdo da enzima éxido nitrico
sintase endotelial e a estimulagao da enzima guanilato ciclase. E que o EHPP e
também o composto isolado rutina apresentam efeito hipotensor em ratos
normotensos, confirmando seu mecanismo in vitro através do envolvimento da

via oxido nitrico — guanilato ciclase.
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ABSTRACT

In the present study, the vasodilatory effect of hidroalcoholic extract of P.
paniculata (HEPP), a plant populary known as “barba-de-sédo-jodo, bromil,
vassourinha branca and mimosa” was investigated. It is used in the folk
medicine for treatment of asthma, bronchitis, arthritis, stomach pain and
diarrhea. Was investigated in thoracic rat aorta rings in vitro and in experimental
models in vivo in rats. Addition of HEPP (at 300, 500 e 1000 pg/ml) induced a
relaxation (3,7 £ 1,9 %; 8,3 £3,1 %; 39,5 £ 3,2 %, respectively) in phenylephrine
— precontracted rings. This effect was abolished after endothelium removal. The
incubation of atropine (1 uM; a muscarinic receptor antagonist) did not alter
HEPP induced relaxation. On the other hand, the non-selective nitric oxide (NO)
synthase inhibitors L-NAME (10 uM) abolished the effects of EHPP.
Futhermore, its relaxation was strongly inhibited by the guanylate cyclase
inhibitors ODQ (10 puM). In addition, tetraethylammonium, a non — selective
potassium channel blocker (10 mM) reduced the relaxation induced by HEPP.
Normotensive Wistar rats were anaesthetized with cetamin (100 mg/kg) and
xilazin (20 mg/kg). The rats were intubated with a polyethylene tube via a
tracheostomy, the jugular vein was catheterized to permit injection drugs. The
arterial pressure was continuosly monitored through a catheter placed in the
right carotid artery. The rats were treated with the HEPP, given orally (p.o.) (30,
100 e 300 mg/kg) that reduced the blood pressure 17,4 + 1,98; 235+ 2,7, e
27,1 £ 2,8 mmHg, respectively. The administration the non-selective nitric oxide
(NO) synthase inhibitors L-NAME (7 mg/kg/min) and guanylate cyclase
inhibitors methylene blue (150 nmol/kg/min) inhibited the hypotension induced
by HEPP. The rutin 30 mg/kg (i.v.) shown hypotensive effect. Moreover, was

possible to shown, that the HEPP and rutin presented hypotensive actions.
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1 INTRODUCAO

A utilizacado de plantas medicinais para o tratamento e cura das mais
diversas patologias tem aumentado consideravelmente em todo mundo
(CIRIGLIANO et al, 1998). O uso de plantas como medicamento, para o
tratamento ou prevengao de doencas, se deve a presenca de metabdlitos
secundarios, geralmente de grande valor terapéutico, sintetizados pelas
plantas. S&o inumeros o0s exemplos de medicamentos que foram
desenvolvidos, diretos ou indiretamente, de fontes naturais, especialmente de
plantas, como a morfina (Papaver somniferum), a digoxina (Digitalis sp.), o
taxol (Taxus brevifolia), o quinino (casca da Chinchona sp), a vincristina e a
vinblastina (Catharanthus roseus), dentre outros (FARNSWORTH e BINGEL,
1997; CALIXTO, 2001; NEWMAN et al., 2003; BOLDI, 2004).

Existe o interesse das industrias farmacéuticas pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos (CORDELL, 2000), o Brasil
apresenta grande biodiversidade, abrangendo cerca de 25% das espécies
vegetais encontradas no mundo, sendo considerado um pais com grande
potencial de plantas medicinais e exdticas, criando um vasto campo comercial
a ser explorado (MALUENDAS e PEITZ, 2001).

O Brasil apresenta influéncias da cultura indigena, africana e européia.
Essas influéncias formam a base da medicina popular brasileira. “Em geral o
conhecimento popular € desenvolvido por grupamentos culturais que ainda
convivem intimamente com a natureza, observando-a de perto no seu dia-a-dia

e, explorando suas potencialidades, mantendo vivo e crescente esse
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patriménio pela experimentacdo sistematica e constante (ELISABETSKY,
1997)".

Diversas plantas medicinais sao utilizadas pela populagdo para o
tratamento de diversas patologias que afetam o sistema cardiovascular como a
hipertensao, aterosclerose e a diabetes mellitus (VORA e MANSOOR, 2005).
No entanto, poucas dessas plantas tém sua seguranca, efetividade e
mecanismo de agao confirmada cientificamente (VORA e MANSOOR, 2005). A
validacédo das plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros nao
podem ser feitos somente com base no conhecimento e usos populares. Por
isso a autorizagao oficial do uso de plantas medicinais como medicamento é
necessaria e deve ser fundamentada em dados experimentais (estudos
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos),
que demonstrem os beneficios obtidos a partir do uso de drogas de origem
vegetal sejam superiores aos riscos que eles oferecem aqueles que os utilizam
(YUNES et al, 2001).

Plantas do género Polygala sao frequentemente usadas na medicina
tradicional para o tratamento de varias doengas (HAMBURGER et al, 1985).
Seus usos terapéuticos sdo descritos na medicina natural de longa data,
embora a eficacia e a seguranga do uso de suas preparagdes ndo tenham sido
ainda todas comprovadas cientificamente, sua utilizacdo vem sendo feita com

base na tradicdo popular (LORENZI et al., 2002).
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1.1 Familia Polygalaceae e plantas do género Polygala

As plantas da familia Polygalaceae s&o predominantemente encontradas
em regides tropicais. Entre as plantas desta familia, incluem-se as do género
Polygala, que compreende cerca de 500 espécies, apresentando-se a maior
parte das vezes na forma de arbustos ou de pequenas trepadeiras que cobrem
galhos de arvores. Suas flores apresentam cor rosa ou branca e variam entre
as espécies (GENTRY, 1996).

Um grande numero de espécies do género Polygala é utilizado pela
populacdo, com destaque na China, para o controle ou tratamento de varias
doengas, onde sao consumidas principalmente na forma de chas. Novas
espécies da planta Polygala foram encontradas no Brasil, a Polygala
riograndensis, encontrada na regido sul, no estado de Rio Grande do Sul
(LUDTKE et al, 2007) e a Polygala marquesiana encontrada no estado de
Goias (PASTORE et al, 2008).

Varias atividades bioldgicas tém sido descritas em algumas espécies de
Polygalas. Entre elas destacam-se Polygala tenuifolia com propriedades
expectorante, sedativa, tonica (JIANG et al, 2002), doencgas de Alzheimer’s (JIA
et al., 2004), anti-stress (KAWASHIMA et al., 2004), P. caudata muito utilizada
para o tratamento de tosse, hepatite e como agente sedativo e expectorante (LI
et al.,1999), P. telephioides como desintoxicante de narcéticos (EGASHIRA,
2005), P. sabulosa com propriedades antinociceptivas e anestésico local
(PIZZOLATTI et al. 2000), P. cyparissias com propriedades antinociceptivas
(CAMPOS et al., 1997), anestésico de uso tépico e analgésica (PINHEIRO et
al., 1998), P. alpestris com atividade antioxidante (CERVELLATI et al., 2004), e

citotoxica (DALL'ACQUA et al., 2004), entre outras.
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Os membros da familia Polygalaceae sao conhecidos por conter uma
grande diversidade de compostos quimicos, muitos dos quais exibem
significante atividade biolégica. Investigagdes fitoquimicas em diferentes
espécies de Polygala revelaram varios compostos incluindo lignanas citotoxicas
(DALL'ACQUA et al., 2002), saponinas (DESBENE et al., 1999; ESTRADA et
al., 2000; CHUNG et al., 2002), xantonas (EL SAYAH, et al., 1999; MAK et al.,
2001; DALL'ACQUA et al.,, 2002; CRISTIANO et al.,, 2003), cumarinas e
flavondides (CRISTIANO et al., 2003).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de uma série de constituintes
quimicos que ja foram identificados e isolados na Polygala paniculata L., como
xantonas, cumarinas e flavondides (CRISTIANO et al; 2003). Os flavondides
tém sido relacionados com uma redugao na morte por doengas que atingem as
artérias coronarias (HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 1996). E de acordo
com varios autores esses compostos tém potencial vasodilatador (HERRERA
et al., 1996) tanto na presenga (LEMOS et al., 1999) quanto na auséncia de
endotélio vascular (HERRERA et al., 1996).

Investigacdes sobre as agdes de composto como xantonas, isoladas da
P. caudata, em relagao a acdes cardiovasculares, demonstrou que as xantonas
possuem atividade antioxidante e também exibiu efeito vasorrelaxante em
anéis de aorta de ratos Wistar, esse relaxamento promovido € dependente da
concentracgao (LIN, et al 2005).

Em um estudo com outra planta da familia Polygalaceae, a P.
cyparissias St. Hillaire & Moquin, foi demonstrado que tanto o seu extrato
hidroalcodlico quanto a 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi xantona, isolada a partir

deste extrato, apresentaram notavel atividade antinociceptiva quando
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analisados nos modelos de nocicepgao induzida pelo acido acético, formalina,
capsaicina e no modelo de hiperalgesia induzida pela bradicinina e substancia
P (CAMPOS et al., 1997). Posteriormente, um estudo complementar, realizado
pelo mesmo grupo, demonstrou através de experimentos in vitro, utilizando
traquéia isolada de cobaia_n&o sensibilizada e sensibilizada por ovalbumina,
que tanto o extrato hidroalcodlico quanto a 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi xantona,
isolada da Polygala cyparissias St. Hillaire & Moquin., apresentaram importante
efeito antiespasmadico, contra contragdes induzidas pela acetilcolina, KCI,
bradicinina, prostaglandina E;, histamina, substadncia P, composto 48/80
(composto liberador de histamina) e U46619 (um analogo estavel do
tromboxano A;) (EL SAYAH et al., 1999).

Estudos com a P. sabulosa demonstrou que tanto o seu extrato
hidroalcodlico quanto outras fragdes e compostos isolados a partir deste
extrato, apresentaram notavel atividade antinociceptiva quando analisados nos
modelos de nocicepg¢ao induzida pelo acido acético (MEOTTI et al, 2006).
Outro grupo demonstrou que compostos isolados da P. sabulosa, dihidrostiril-
2—pirona e estiril-2—pirona, possuem efeito anestésico (DUARTE et al, 2007).
Posteriormente, um estudo complementar, realizado pelo mesmo grupo,
demonstrou através de experimentos in vitro e in vivo o efeito anticonvulsivante
e ansiolitico destes compostos isolados da P. sabulosa (DUARTE et al, 2008).

A P paniculata L. (Fig. 1) € uma planta que cresce na costa Atlantica
brasileira, sendo encontrada também no litoral de Santa Catarina. E conhecida
popularmente como barba-de-sao-jodo, barba-de-bode, bromil, vassourinha
branca € mimosa, sendo seu cha utilizado na medicina popular para o

tratamento da asma, bronquite cronica, demais afeccbes do aparelho
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respiratorio, atrite, artrose, agua no joelho, problemas renais, dor de estbmago,
diarréia, bem como tonificante (NEWALL et al., 1996; LORENZI e MATOS,

2002).

Figura 1: Partes aéreas da Polygala paniculata L.
Fonte: (Fig. 1) Warren L. Wagner (2005)

CRISTIANO et al. (2003) isolaram em suas analises trés xantonas
(denominadas, 1,5-dihidroxi-3,2-dimetoxixantona e 1-hidroxi-2,3,5-
trimetoxixantona), e também dois esterdis foram caracterizados como o
espinasterol e delta 25-espinasterol.

Estudos mostraram que o extrato bruto hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP) possui importante atividade antioxidante. Esta atividade foi relacionada
ao seu efeito protetor contra a neurotoxicidade induzida pelo tratamento
cronico de camundongos com metilmercurio (MeHg) (FARINA et al., 2005). Os

autores sugeriram que o efeito apresentado pelo extrato, esta relacionado a
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presenca de xantonas e flavondides, que sdo compostos que apresentam
importante efeito antioxidante.

Posteriormente, um estudo complementar realizado pelo mesmo grupo
demonstrou que a quercetina, um composto isolado da Polygala paniculata L.
tem efeito neuroprotetor contra a neurotoxicidade provocado pelo MeHg
(FRANCO et al, 2007).

Estudos com o extrato bruto hidroalcéolico da P. paniculata L.
demonstrou sua atividade gastroprotetora, os resultados obtidos com neste
estudo mostraram pela primeira vez que o extrato bruto hidroalcéolico da P.
paniculata L. administrado sistematicamente por via oral foi capaz de proteger
a mucosa gastrica contra lesbes induzidas pelo etanol 70% e quando
administrado pela via intraperitoneal também apresentou importante efeito

citoprotetor (LAPA et al, 2007).

1.2 Presséao arterial

As doencas cardiovasculares sao uma das principais causas de
acompanhamento médico em pacientes de muitos paises do mundo (YUSUF et
al, 2001). Um dos principais fatores de risco para as desordens
cardiovasculares € a pressao sanguinea elevada (CARRETERO et al., 2000). A
hipertensdo € uma das doencgas mais comuns em humanos, sendo que de 90 a
95% dos hipertensos desconhece a causa (KU, 2006). E considerada de
origem multifatorial (JACOB, 1999), envolvendo predisposicdo genética e
fatores ambientais (fisiologicos e psicoldgicos) como dieta, atividade fisica,

obesidade e fumo (CRACKOWER, et al.,, 2002; KAKAR, et al., 2006). De



22

acordo com Ku (2006) a idéia mais aceita € que a hipertensdo é causada por
uma interacao entre fatores génicos, multiplos fatores pressores patogénicos e
desordens de fatores depressores fisioldgicos.

O tratamento para a hipertensdo se faz necessario para garantir a
sobrevivéncia do paciente bem como a qualidade de vida do mesmo (MAR et
al., 2001). A hipertensao arterial € uma das principais causas de eventos
cardiovasculares, como infartos, insuficiéncia cardiaca e AVCs (acidentes
vascular cerebrais). E um dos fatores de risco cardiovascular mais preocupante
porque, em 80% dos casos, nao apresenta sintomas.

Um dos grandes problemas para alcangar o sucesso do controle dos
niveis pressoricos durante periodos longos, estd na adesdo do paciente ao
tratamento. Esta adesdo ao tratamento pode ser aumentada se for ofertado o
Produto Natural/Plantas Medicinais que consegue reunir um enorme grupo de
simpatizantes que “acreditam” na acado benéfica da planta e desta forma pode
beneficiar o paciente reduzindo significativamente a morbidade/mortalidade.
Além disto, as descobertas de novas substancias com agao inédita irdo
aumentar a probabilidade quimiocombinatéria, beneficiando maior niumero de
pacientes (YUNES et al, 2001).

Neste contexto, torna-se necessario investir em novos estudos para
identificar substancias eficazes que possam oferecer novas acdes terapéuticas

contra a hipertensao arterial.
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1.3 Mecanismos fisiolégicos que atuam no controle da pressao arterial

A pressao arterial é definida como a forga que o sangue exerce contra
as paredes dos vasos. Em seres humanos, a pressdo sanglinea varia
constantemente, porém, raramente desvia do normal mais do que 10 a 15%
durante o dia. Em um adulto normal os niveis pressoricos se mantém em meédia
entre 120 e 80 mmHg, geralmente proximo a 100 mmHg. Entretanto ela pode
ser elevada a mais de 160 mmHg em individuos com hipertensdo ou até
mesmo chegar a 0 nas pessoas que se encontram em situagdes que
comprometem a circulagdo sanguinea normal (hemorragias) (GUYENET et al,
2006). Felizmente o organismo possui mecanismo de controle da pressao
arterial que conseguem promover uma resposta adequada frente as ocasides
que a alteram (GUYENET et al, 2006).

De acordo com Guyton (1991) os mecanismos de controle da pressao
sanguinea podem ser classificados de acordo com o tempo necessario para
produzir uma agao. Uma resposta rapida (podendo reagir em segundos) é feita
pelos barorreceptores, quimiorreceptores e o sistema nervoso central. O
controle dos niveis pressoricos que ocorre em horas ou dias é feita pelos rins.
O controle em médio prazo (ocorre em minutos) é feito pelos sistemas
hormonais como renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina, calicreina-
cinina, fator natriurético atrial e autacoides derivados do endotélio.

Os barorreceptores estdo situados nas paredes das artérias, no seio
carotideo e arco adrtico Estes sdo receptores de extensdo que respondem
alteragdes estruturais nas paredes dos vasos (distensdo ou constricao).
Consistem na primeira linha de defesa a hipertensdo ou hipotensdo aguda

(GUYTON, 1991; OPIE, 1998), ajustam tanto o tobnus vagal quanto o sistema
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nervoso simpatico. Os barorreceptores respondem a taxa de aumento de
pressao induzida por deformacdes e a agdes estaticas causada por mudancas
continuas na pressao arterial. Eles se originam de nervos aferentes do vago e
nervos glossofaringeos e se dirigem para o nucleo do trato solitario que faz
parte do centro vasomotor na medula oblonga. Impulsos destes receptores sao
inibitérios por natureza, assim, na hipertensdo aguda os baroreflexos geram
uma transmissdo neuronal aumentada para o centro vasomotor, com
consequente inibicdo do sistema simpatico e aumento do ténus vagal (OPIE,
1998). Essas mudancgas reduzem a forga e a frequéncia cardiaca (OPIE, 1998;
GUYENET, 2006) e induzem diminuicdo da resisténcia vascular periférica.
Dessa forma um aumento agudo na pressao arterial induz mudangas que
tendem a reduzi-la. No caso de hipotensdo aguda, ha uma redugdo na
distensdo produzida pela pressao nos barorreceptores, resultando em uma
diminuicdo da frequiéncia de descarga reduzindo os sinais enviados ao centro
vasomotor e um consequente aumento da atividade simpatica e inibicado do
ténus vagal (GUYENET et al, 2006).

Também ocorre a ativagdo dos quimioreceptores devido as
concentragbes elevadas de CO, (diéxido de carbono) e as baixas
concentragdes de O, (oxigénio) no sangue. Desta forma, um sinal é enviado
aos centros cerebrais de controle da pressao sanguinea, causando a redugao
da mesma. Esse controle é extremamente importante durante a atividade
fisica, onde o consumo de O, pelos musculos e a excre¢gdao de CO, sao
igualmente elevados (GUYENET et al, 2006).

O controle em longo prazo (horas ou dias) é feito principalmente pelos

rins. Quando a pressao sobe além do normal os rins passam a excretar mais
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agua e sal, isso reduz a volemia e faz com que o coragdo bombeie menos
sangue levando a queda da pressao arterial. Reciprocamente quando a
pressdo cai abaixo do normal ha um aumento no balango entre fluidos que
entram e saem, aumentando assim as concentragdes dos liquidos e eletrdlitos
corporais e a pressao sanguinea (GUYENET et al, 2006).

Os mecanismos intermediarios sdo ativados minutos apds a ativacao
dos controladores neurais da pressdo. Um dos principais € o sistema renina-
angiotensina, que tem fungdo vasoconstritora ativada quando a baixa pressao
sanguinea faz com que o fluxo de sangue para os rins caia abaixo do normal.
Isso faz com que as células justaglomerulares dos rins secretem renina e a
liberem na corrente sanguinea. A renina € uma enzima glicoproteica que
catalisa a conversado do angiotensinogénio em angiotensina I, que é convertida
em angiotensina |l pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A
angiotensina |l causa vasoconstricdo ao longo dos vasos sanguineos corporais
e consequentemente restabelece os niveis pressoricos normais (GUYTON,
1991; OPIE, 1998; CRACKOWER et al., 2002).

Opie (1998) propbe que a liberagdo de renina pelas células
justaglomerulares ocorre em resposta a trés estimulos principais: aumento da
estimulagcédo dos receptores 31 adrenérgicos; redugado da pressao arterial renal
e diminuigdo na reabsorcéo tubular de sodio (Na™).

Outros sistemas hormonais participam do controle da pressao sanguinea
como o hormoénio antidiurético (ADH) ou vasopressina. O ADH é um hormonio
(peptidio) neurohipofisario envolvido em varios processos fisioldgicos, inclusive
regulacdo dos fluidos corporais, do tdénus vascular e da contratilidade

cardiovascular. Sua ativagdo ocorre com o aumento da osmolaridade
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plasmatica, principalmente ao sédio (Na*), e reducdo da pressao intravascular.
Atua aumentando a reabsorc¢ao de agua, pelos tubulos renais, sem interferir na
eliminacdo de sodio (Na’), isso contribui para a elevacdo da sobrecarga
sanguinea e consequentemente da pressao arterial (LEE et al., 2003).

Os peptideos sdo importantes no auxilio ao controle da pressao arterial,
dentre eles destacamos o peptidio natriurético atrial (PNA), que possui
propriedades diuréticas/natriuréticas e vasodilatadoras e ambas contribuem
para uma reducdo nos niveis pressoricos. Estes efeitos sdo mediados pela
ligacdo do PNA a um receptor de superficie de membrana, que ira ativar a
guanilato ciclase A (GC-A) que por sua vez aumentara as concentragbes de

cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) (KU, 2006) que vai inibir a quinase
da cadeia leve de miosina (MLCK) e causar vasodilatagdo. O PNA também

contribui para a inibicdo da secreg¢ao de aldosterona e € antagonista endégeno

da angiotensina Il (OPIE, 1998).

1.4 Endotélio vascular e o controle do tbnus vascular

O endotélio vascular € considerado um 6érgéo dindmico que responde a
diversos estimulos fisicos e humorais, possui uma posigdo estratégica, na
interface entre o sangue e o tecido que favorece o desempenho de diversas
fungdes relacionadas a homeostase vascular. Os vasos sanguineos sao
constituido de trés camadas: a camada intima, a camada média e a camada
adventicia. A camada intima consiste em uma uUnica camada de células
delgadas, altamente ativas no controle da circulagado. Elas produzem varios

compostos vasoconstritores como a endotelina, a angiotensina Il e o
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tromboxano A, E também produzem compostos vasodilatadores como o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), as prostaciclinas (PGl,), e o
oxido nitrico (NO). O endotélio através destes agentes tem influéncia sobre o
fluxo sanguineo e ainda sobre as células circulantes, como os leucécitos, as
plaquetas e ainda sobre substancias envolvidas na coagulagdo sanguinea.
Todos estes efeitos contribuem para a modulacdo do tbnus das paredes
vasculares na hipertensao e participam no desenvolvimento de complicacdes
aterotromboticas associadas as doencas cardiovasculares. A camada média é
composta principalmente de células musculares lisas, que com a estimulagao
apropriada contraem para estreitar o diametro da artéria. Outro componente
desta camada é a matriz, que une as células musculares mantendo a
orientacdo correta da parede do vaso. A camada adventicia, que € a mais
externa, constituida de fibroblasto, colageno e poucas células além das dos
vasos sanguineos. Nela também se encontram os vasos linfaticos e nervos
autébnomos que controlam o ténus arteriolar (OPIE, 1998).

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre, gasoso, inorganico e incolor, que
possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado. Até meados da década de 1980, o NO era considerado
apenas membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e
carcinégenos potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes
mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a
partir da L-arginina. Por uma reagdo mediada pela enzima NO-sintase
constitutiva (cNOS) e induzivel (iNOS). O NO apresenta um papel dubio, as
vezes benéfico, outra vezes prejudicial ao organismo. Esta envolvido no

relaxamento vascular e tem um papel de grande importancia na protegdo do
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vaso sanguineo. O NO derivado das células endoteliais € atualmente
considerado essencial para a homeostase vascular e tem sido alvo para a
prevencdo de doencas cardiovasculares. Constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e
células tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em
diversos processos biolégicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente
toxico, a toxicidade se faz presente particularmente em situacdes de estresse
oxidativo, geracdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema
antioxidante. A caracterizagao de ativadores e inibidores especificos da sintese
de NO constitui o novo desafio para o entendimento e o tratamento de varias
doencas (TODA et al, 2007).

Diversas pesquisas utilizando plantas medicinais tém procurado
demonstrar a contribuicdo de substadncias de origem natural no efeito
cardioprotetor e antihipertensivo (SUZUKI et al, 2002; TESTAI et al, 2002), pois
se sabe, ha muito tempo, que a redugao vigorosa da pressao arterial a limites
proximos ao normal proporciona enormes beneficios em termos da reducéo da
morbidade e da mortalidade por causas cardiovasculares (MACGREGOR,
2000.; VAINIO et al; 2001).

Neste contexto, este trabalho tem o objetivo de investigar o efeito
vasorrelaxante e hipotensor da planta Polygala paniculata L., por se tratar de
uma acgao que, futuramente, talvez possa auxiliar como meio farmacolégico

para o controle de disturbios cardiovasculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a possivel atividade vasorrelaxante em aorta isolada de rato
e hipotensora no modelo de medida de pressao arterial em rato normotenso
anestesiado do extrato bruto hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) in vitro e
in vivo. Além disso, evidenciar através de protocolos experimentais
farmacolégicos os  possiveis mecanismos envolvidos no  efeito

vasorrelaxante/hipotensor.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a possivel atividade vasorrelaxante do EHPP em aorta isolada de
rato, determinando as concentragbes do EHPP necessaria(s) para induzir

relaxamento vascular in vitro.

e Verificar a participacdo do endotélio vascular no efeito vasorrelaxante do

EHPP em aorta isolada de rato.

e Verificar o possivel mecanismo de acao vasorrelaxante do EHPP em aorta
isolada de rato através da utilizagdo de inibidores seletivos dos segundos
mensageiros envolvidos na via de sinalizagdo, bem como utilizando
antagonistas seletivos para varios receptores envolvidos no efeito

vasorrelaxante.
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o Verificar a possivel atividade hipotensora da administracdo via oral do
EHPP no modelo de medida de pressao arterial em rato normotenso
anestesiado, determinando a(s) dose(s) bem como o tempo de duragao deste

efeito hipotensor.

e Verificar o possivel mecanismo de ag¢ao vasorrelaxante do EHPP no modelo
de medida de pressao arterial em rato normotenso anestesiado através da
administragao sistémica de inibidores seletivos dos segundos mensageiros
envolvidos na via de sinalizagdo, bem como, de antagonistas seletivos para

varios receptores envolvidos no efeito vasorrelaxante.

e Avaliar a acdo vasorrelaxante e hipotensora da rutina, composto isolado
majoritario da P. paniculata L. em aorta isolada de rato e no modelo de

medida de pressao arterial em rato normotenso anestesiado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Ratus norvegicus, variedade Wistar albinos, com
idade entre 3 e 4 meses, fornecida pelo Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR). Até a realizagado dos
experimentos, os animais tiveram livre acesso a ragdo e agua. A temperatura
ambiente foi mantida em 22 + 2° C, com ciclo claro/escuro de 12 horas.
Aproximadamente 2-3 horas antes da realizagcdo dos experimentos os animais
foram transportados até o laboratério (continuam sob condigdes controladas)
para que passem por um periodo de ambientacdo e sua pressao arterial média
nao sofra alteracbes em virtude do deslocamento. Todos os protocolos foram
aprovados pelo Comité de ética em experimentagdo animal da UFPR sob

numero 264.

3.2 Classificagcdo botanica

A Polygala paniculata L. foi coletada no municipio de Florianopolis, na
praia de Daniela (Estado de Santa Catarina) sendo identificada e classificada
pelo Dr. Olavo de Araujo Guimaraes, do Departamento de boténica da
Universidade Federal do Parana. Um exemplar esta catalogado no Herbario do

Departamento de Boténica da UFPR sob o registro UPCNB 26027 .



32

3.3 Preparacao do extrato, identificacdo, isolamento e purificagdo dos
compostos

3.3.1 Preparacéo do extrato e identificacdo dos compostos

A obtenc&o do extrato bruto hidroalcoodlico da P. paniculata L. (EHPP)
e a identificacao, isolamento e purificacdo dos compostos foram realizados pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo Prof® Moacir Pizzolatti do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Cerca de 1000g da planta
inteira, seca e triturada foram submetidos a extracédo, por maceracdo em 80%
de etanol-agua, a temperatura ambiente (22 £ 3° C), por 14 dias. O etanol foi
evaporado e o extrato (rendimento 50g) foi concentrado ao nivel desejado.

Os estudos fitoquimicos conduzidos com o extrato da P. paniculata L

demonstraram a presenga de muitos constituintes (CRISTIANO et al, 2003).

Usando métodos quimicos e de espectroscopia (EIMS, IR, 1H e 13CNMR, NOE,
DIF), foi identificadas a estrutura de duas xantonas (1-hidroxi-5-metoxi-2,3-
metilenodioxixantona e 1,5-dihidroxi-3,2-dimetoxixantona) e a presenga de
outros compostos como cumarinas e o flavondide rutina. Usando cromatografia
de gas acoplada a espectrometria de massa, dois esterdis foram
caracterizados (espinasterol e delta25-espinasterol) e uma xantona em menor

quantidade (1-hidroxi-2, 3,5-trimetoxixantona).
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3.3.2 Isolamento e purificagcdo dos compostos

O composto isolado rutina foi obtido a partir do extrato bruto
hidroalcoodlico da P. paniculata conforme descrito por Missau e colaboradores

(dados n&o publicados).

3.4 Drogas

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as
seguintes drogas e reagentes: cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio
(KCl), cloreto de «calcio (CaCly), sulfato de magnésio (MgSOQOs.),
dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO,), bicarbonato de sodio (NaHCO3), D-
Glucose, acetilcolina (todos Merck; Alemanha); fenilefrina, N* — nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), atropina, glibenclamina, tetraetilaménio, 1-H-[1, 2,4]
Oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), azul de metileno, (todos Sigma
Chemical; EUA); acido acético (Reagen).Todos os sais foram solubilizados em
agua destilada e as diluigées das drogas, a partir das solugdes estoques, foram

preparadas com liquido nutritivo de Krebs-Henseleit.

3.5 Procedimento paraisolamento da aorta toracica de rato

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical e imediatamente
apos, a aorta toracica foi cuidadosamente retirada e colocada em um recipiente
(placa de Petry) contendo solugédo nutritiva previamente aquecida, no qual o
tecido conectivo foi removido e a camada muscular seccionada em anéis

medindo aproximadamente 4 mm de comprimento. Estes anéis foram
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acondicionados, por meio de hastes, em cubas de vidro (com capacidade
maxima de 3ml) contendo solugdo nutritiva de Krebs-Henseleit (sob
temperatura constante de 37° C e aerada com solugao carbogénica, 95% O, e
5% CO3). Uma das extremidades da haste foi conectada a um transdutor de
forca que, acoplado a um sistema computadorizado permite o registro de
contragdes isométricas. Em seguida, os anéis de aorta foram submetidos a
uma tensdo de 1g durante 60 minutos, periodo de reservado para a
estabilizacdo da preparagao, antes do inicio dos protocolos experimentais (o
tempo de 60 minutos também foi respeitado nos intervalos entre as curvas).
Neste periodo, o liquido nutritivo foi renovado a cada 15 minutos. Apds a
estabilizagdo, foram adicionadas fenilefrina (1uM para a verificagdo da
responsividade vascular ao estimulo contratil) e, na sequéncia, a acetilcolina
(1uM para a confirmagao da presencga ou auséncia de endotélio funcional nas
preparagdes estudadas).

O liquido nutritivo Krebs-Henseleit, utilizado nos experimentos descritos
neste estudo, apresenta a seguinte composigéo (concentragcées em mM): NaCl
(133), KCI (5,0), CaCl; (2,5), MgSO4 (1,3), KH2PO4 (1,2), NaHCO3 (20) e
Glicose (10). A solugdo pronta foi adicionado &cido acético (10%) para ajuste

do pH em torno de 7 ,4.
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3.6 Protocolos experimentais in vitro

3.6.1 Avaliacdo do efeito do extrato hidroalcodlico da Polygala
paniculata L. (EHPP) sobre o tbnus vascular da aorta isolada de

rato

Apods o periodo de estabilizagdo, a presenca ou auséncia de endotélio foi
confirmada através da administragcdo de acetilcolina (1uM) aos anéis de aorta
previamente contraidos por fenilefrina (1uM). Foram considerados anéis com
endotélio funcional aqueles cujo relaxamento minimo produzido pela
acetilcolina correspondeu a 80%. Para a execugdo dos protocolos
experimentais em artérias desprovidas de endotélio vascular, a camada intima
foi removida mecanicamente por meio da friccdo de uma canula metalica no
lumen do vaso.

Uma segunda resposta a fenilefrina foi obtida e, durante a fase ténica da
contracao resultante, foi incubado o EHPP nas concentragdes de 30, 50, 100,
300, 500 e 1000 pg/ml. Ao término deste procedimento, induziu-se uma nova
contragao por fenilefrina (1uM), seguida da adigao por acetilcolina (1uM), com
o objetivo de avaliar se o EHPP era capaz de comprometer a integridade das

preparacoes.
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3.6.2 Avaliagcdo do envolvimento de receptores muscarinicos no efeito
do extrato hidroalcodlico da Polygala paniculata L. (EHPP) sobre o

tbnus vascular da aorta isolada de rato

Apods o periodo de estabilizagdo, a presenga de endotélio funcional nos
anéis de aorta foi confirmada através da administragdo de acetilcolina (1uM),
em preparagdes previamente contraidas por fenilefrina (1uM). As preparagdes
foram lavadas e, apés 60 minutos, foi induzida uma nova contragao por
fenilefrina seguida pela adigdo do EHPP (30, 50, 100, 300, 500 e 1000 pg/ml).
Apds a troca de liquido nutritivo e um novo periodo de estabilizagéo, diferentes
preparacdes de aorta foram incubadas, durante 15 minutos, com atropina
(1uM), um antagonista seletivo de receptores muscarinicos. Na presenga deste
antagonista foi induzida uma nova contragéo por fenilefrina e, na fase ténica da
mesma, foi adicionado o EHPP (30, 50, 100, 300, 500 e 1000 ug/ml) foi
adicionado. Os efeitos do EHPP na presenca e na auséncia da atropina foram

posteriormente comparados.

3.6.3 Estudo do envolvimento do oxido nitrico no efeito relaxante do

EHPP em aorta isolada de rato

Estes experimentos foram realizados em preparagdes com endotélio
funcional. Apds a confirmacao da presenga do endotélio vascular, induziu-se
uma contracao com fenilefrina seguida da administracao do EHPP 30, 50, 100,
300, 500 e 1000 pg/ml em sua contragao sustentada. As preparacdes foram
lavadas e, apds 45 minutos, foram incubadas em diferentes preparagdes o L-
NAME (10 uM), inibidor ndo seletivo das enzimas 6xido nitrico sintase, durante

15 minutos. Na presenga dessa substancia, uma nova contragao induzida por
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fenilefrina foi obtida e, na fase tonica desta contragdo, adicionou-se o EHPP
(30, 50, 100, 300, 500 e 1000 ug/ml).
A eficacia do L-NAME foi avaliada através da adicdo da acetilcolina

(1uM) as preparagoes contraidas por fenilefrina e expostas a essas drogas.

3.6.4 Investigacdo do envolvimento da enzima guanilato ciclase no efeito

relaxante do EHPP em aorta isolada de rato

Nestes experimentos, anéis de aorta com endotélio vascular integro
foram contraidos por fenilefrina (1uM) e, na fase tdnica desta contragao,
adicionou-se o EHPP em diferentes concentragdes (30, 50, 100, 300, 500 e
1000 pg/ml). Em seguida, as preparagdes foram lavadas e apds um intervalo
de estabilizag&o (45 minutos), foi incubado o ODQ (10uM), durante 15 minutos
e em diferentes preparacdes (totalizando 60 minutos de intervalo entre as
curvas). Na presencga do inibidor da enzima guanilato ciclase, foi obtida uma
nova contracdo por fenilefrina e, na fase ténica desta contragdo, o EHPP (30,
50, 100, 300, 500 e 1000 pg/ml) foi adicionado. Os efeitos do EHPP na
presenca e na auséncia do ODQ foram comparados entre si.

Para verificar a funcionalidade do inibidor da sintese do GMPc, a
acetilcolina (1uM) foi adicionada nas preparagdes previamente contraidas por

fenilefrina (1uM) e expostas ao ODAQ.
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3.6.5 Estudo do envolvimento de canais de potassio no efeito relaxante
do EHPP em aorta isolada de rato

Apds a confirmacao da presenca de endotélio vascular nas preparagoes
de aorta, o EHPP nas concentra¢des de 30, 50, 100, 300, 500 e 1000 pg/ml
foram adicionadas a fase tbnica da contragdo induzida pela fenilefrina (1puM).
Depois da lavagem das preparagdes e de um intervalo de 45 minutos, foram
incubados, em diferentes anéis de aortas, o tetraetiiaménio (10 mM), um
bloqueador inespecifico de canais de K* . Na presenca desta substancia foi
induzida uma nova contragao por fenilefrina e, na fase tonica desta contracgao,
o EHPP (30, 50, 100, 300, 500 e 1000 pg/ml) foi adicionado. Os efeitos do
EHPP na presenca e na auséncia deste bloqueador de canais de K* foram

comparados e estdo mostrados na secao de resultados.

3.7 Protocolos experimentais in vivo

3.7.1 Procedimento para o registro direto da presséo arterial em ratos

anestesiados

Os animais foram anestesiados com cetamina (100mg/kg) e xilazina
(20mg/kg), administrada pela via intramuscular e suplementada a intervalos de
45-60 minutos. Apds a fixagdo do animal em decubito ventral, a veia femoral
esquerda foi localizada e dissecada para inser¢gao de uma agulha conectada a
um cateter de polietileno (PE 10), destinado a administracdo de drogas e
solugcdes. Imediatamente apds a canulacao da veia femoral, 30 Ul de heparina,
diluida em solugédo salina, foi administrada para prevenir coagulos e obstrugéo

das canulas. Todos os animais foram submetidos a traqueostomia e mantidos
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sob respiracdo espontanea. A artéria carétida esquerda foi localizada e
cuidadosamente isolada do nervo vago e tecidos adjacentes. Com auxilio de
linha de sutura, o fluxo sanglineo da artéria carétida foi interrompido na altura
de sua extremidade distal, enquanto o fluxo em sua extremidade proximal foi
temporariamente suprimido pela compressédo com uma pinga curva. Utilizando-
se uma tesoura oftalmoldgica, um pequeno corte foi realizado na regiao medial
da porcéo da artéria carotida clampeada, servindo como via para inser¢ao de
um catéter de polietieno (PE 10), devidamente heparinizado, que foi
firmemente conectado a artéria e destinou-se a mensuragao continua da
pressao arterial. Ao final dos experimentos, todos os animais foram sacrificados
através de uma overdose de tiopental (superior a 40mg/kg i.v.).

Os regqistros foram obtidos por meio de transdutores de presséo
acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, MacLab ADI
Instruments, EUA) conectados a um computador Macintosh contendo um
software especifico de integracdao (Chart v4, PowerLab/MaclLab, ADI

Instruments, Australia).

3.7.2 Efeito do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) sobre os

niveis pressoricos de ratos normotensos

Foi realizada a administragdo do extrato hidroalcodlico da P. paniculata
L. EHPP em diferentes doses (30, 100 e 300 mg/kg) por via oral. Apdés 60
minutos foi feito o manuseio cirurgico dos animais (item 3.7.1), apds a artéria
ter sido conectada ao transdutor, foi respeitado um periodo de

aproximadamente quinze minutos para a estabilizacdo da PAM. Em seguida
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realizou-se a verificagdo da PAM. Os valores inseridos no grafico sédo a
pressdes arterial média registrada no protocolo experimental de 6 animais.
Como controle positivo foi utilizado um grupo de animais que receberam por

gavagem agua destilada.

3.7.3 Avaliacdo do efeito hipotensor em diferente tempo apds a
administracdo do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP)

em ratos anestesiados

Nesse experimento foi realizada a administracdo do EHPP na dose de
100 mg/kg por via oral. Apés 30, 60, 90, 120 e 150 minutos os animais foram
preparados para o registro da PAM como descrito no item 3.7.1 apés a artéria
ter sido conectada ao transdutor, foi respeitado o periodo para a estabilizacao
da PAM. Em seguida realizou-se a verificagdo da PAM, para avaliar o tempo de
laténcia e a duragao do efeito hipotensor. Os valores inseridos no grafico sao a
pressdes arterial média registrada no protocolo experimental de 6 animais.
Como controle positivo foi utilizado um grupo de animais que receberam por

gavagem agua destilada.
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3.7.4 Estudo do envolvimento dos receptores muscarinicos no efeito
hipotensor do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em

ratos normotensos.

Para a realizagao deste protocolo foi feito 4 grupos de 6 animais, um
grupo tratado com atropina, um antagonista muscarinico, e outro grupo
controle, tratado com salina.

Para o grupo tratado, foi realizada a administragcédo atropina 5 mg/kg pela
via subcutanea (s.c), apds 20 minutos foi feito a gavagem do EHPP na dose de
100 mg/Kg (v.0.) e em outro grupo apés a administracdo da atropina 5 mg/kg
pela via subcutdnea (s.c), apés 20 minutos foi feita a gavagem de agua
destilada (v.0.). Apds 60 minutos foi feita a cirurgia e o periodo de estabilizagcéo
foi respeitado.

Para o grupo controle foi realizada a administragdo de salina pela via
subcutanea (s.c), apos 20minutos foi feito a gavagem do extrato hidroalcodlico
da P. paniculata L. EHPP na dose de 100 mg/Kg por via oral e em outro grupo
apos a administragdo da salina foi feita a gavagem de agua destilada (v.o.),
apo6s 60 minutos foi feita a cirurgia e o periodo de estabilizagao foi respeitado.

Em seguida realizou-se a verificagdo da PAM. Apds esse periodo foi
administrado, pela veia femoral, ACh na dose de 30 mg/kg, um controle

positivo verificacdo da responsividade vascular.
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3.7.5 Avaliacdo do efeito do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP) sobre a PAM de ratos expostos a infusdo continua de L-

NAME ou azul de metileno.

Nesse conjunto de experimentos os animais foram tratados com o
extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. EHPP na dose de 100 mg/Kg (v.0.) e
outro grupo foi feita a gavagem de agua destilada. Em seguida a administragéo
0s amimais foram preparados para o registro da PAM como descrito no item
3.7.1 e a veia femoral contra-lateral aquela utilizada para a administracdo em
bolus foi igualmente canulada e conectada a uma bomba de infusdo continua
(modelo EFF 311, Insight®, Ribeirdo Preto, SP). Apdés o periodo de
estabilizacdo da PAM os animais foram infundidos continuamente, durante 90
minutos com N-“-Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME) (7 mg/kg/min) ou azul
de metileno (150 nmol/kg/min). Durante os primeiros 40 minutos, foi infundido
apenas L-NAME ou azul de metileno. Apds esse periodo foram feitas
administragcdes de ACh na doses de 3, 10 e 30 nmol/kg para verificagdo da
responsividade vascular.

Sendo assim o tempo total de infusdo de L-NAME (7 mg/kg/min) ou azul

de metileno (150 nmol/kg/min) foi de 90 minutos.
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3.7.6 Investigacdo do envolvimento dos canais de Potassio na
hipotensdo causada pelo extrato hidroalcodélico da P. paniculata L.

(EHPP)

Nesse protocolo experimental foi feito 4 grupos de 6 animais, um grupo
tratado com TEA e outro grupo controle, tratado com salina.

Foi administrado o TEA (360 umol/kg) por via endovenosa e apoés 20
minutos os animais foram tratados com o EHPP na dose de 100 mg/Kg (v.0.) e
outro grupo foi feita a gavagem de agua destilada.

Para o grupo controle foi feita a administracdo de salina pela via
intravenosa e apos 20 minutos foi realizado a gavagem do extrato
hidroalcodlico da P. paniculata L. EHPP na dose de 100 mg/kg por via oral e
em outro grupo apos a administragdo da salina foi feita a gavagem de agua
destilada (v.0.),

Apoés a cirurgia e periodo de estabilizagao, verificou—se a PAM. Nesse
protocolo comparou-se o efeito hipotensor do EHPP na presenca e na auséncia
do TEA (bloqueador de canais de K" ndo seletivo) com o seu efeito apos a

administracao deste.

3.7.7 Avaliacdo do efeito da rutina sobre os niveis presséricos de ratos

normotensos

Apds 0 manuseio cirurgico dos animais (item 3.7.1), a artéria ter sido
conectada ao transdutor, foi respeitado um periodo de aproximadamente

quinze minutos para a estabilizagdo da PAM. Em seguida realizou-se a
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administragcdo da rutina, composto isolado do extrato hidroalcodlico da P.
paniculata L. (EHPP) em diferentes doses (1, 3 e 10 mg/kg) e em diferentes
sequéncias, através da veia femoral. Os valores inseridos no grafico sao as
diferencas entre a pressao arterial média registrada antes e apds a aplicagéao
de cada dose. Como controle positivo foi utilizado um grupo de animais
normotensos que receberam acetilcolina (3, 10 e 30 nmol/kg) por via

endovenosa.

3.8 Anélise dos resultados e testes estatisticos.

Os resultados foram apresentados de acordo com o programa GraphPad
Prism 4.00. Os resultados foram expressos com meédia + erro padrdo das
médias de 6 experimentos. A analise estatistica dos resultados para a
comparagao entre os grupos foi realizada através da anadlise da variancia de

uma via (ANOVA) seguida pelo teste t de Bonferroni.
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4- RESULTADOS

4.1 Efeito vasorrelaxante do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.

(EHPP) em anéis de aorta de rato

Em anéis de aorta providos de endotélio vascular e previamente
contraidos por fenilefrina (1 uM) o EHPP nas concentragdes de 300, 500 e
1000 pg/ml, promoveu relaxamento dependendo da concentragéo (3,7+1,9%;
8,313,1%; 39,5 = 3,2%, respectivamente). O relaxamento produzido pelo EHPP
foi abolido pela remocdo do endotélio vascular 2,9+1,5%; 3,9+1,09%;
5,613,52%. A exposicdo dos anéis de aorta ao EHPP ndo alterou a
responsividade vascular a fenilefrina ou a acetilcolina (resultados nao
mostrados). Nao houve, portanto, comprometimento da integridade vascular

apos exposigao ao EHPP (Figura 2).
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Figura 2: Efeito vasorrelaxante do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP) em aorta de rato. Em anéis com endotélio vascular integro e removido,
previamente contraidos por fenilefrina (1 uM), os efeitos relaxantes do EHPP nas
concentracdes de 300, 500 e 1000 pyg/ml foram comparados entre si. Os resultados
estdo expressos como a média + erro padrao das médias de 6 ou 7 experimentos. ***p
< 0,001 ao EHPP (1000 pg/ml) em artérias com endotélio vascular integro em relagao
a (30 pg/ml). (ANOVA de uma via, seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.2 Auséncia do efeito da atropina sobre o relaxamento vascular

produzido pelo extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP)

A incubagdo com atropina (1 pM), antagonista de receptores
muscarinicos, por 15 minutos ndo modificou de forma significativa o efeito
vasorrelaxante do EHPP (300, 500 e 1000 pg/ml), na auséncia da atropina
(6,11£5,1%; 12,9+7,4%; 50,01£6,5%) e na sua presenca (0,4+0,3%; 2,1+1,3%;

40,616,9%), como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Efeito da atropina sobre o relaxamento vascular induzido pelo extrato
hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em anéis de aorta de rato. O efeito
relaxante vascular induzido pelo EHPP (300, 500 e 1000 ug/ml) foi avaliado na
auséncia e na presencga da atropina (1uM), antagonista de receptores muscarinicos.
Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo das médias de 6
experimentos. (ANOVA de uma via, seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3 Participagdo do 6xido nitrico no relaxamento vascular induzido pelo
extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em anéis de aorta

de rato

O EHPP nas concentragées de 300, 500 e 1000 ug/ml, promoveu
relaxamento vascular nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (1uM)
(3,7 £1,9%; 8,3+3,1%; 39,5+3,2%, respectivamente). Este efeito foi totalmente

inibido na presengca do L-NAME (10 uM; 0,2+0,1%), um inibidor da enzima

oxido nitrico sintetase, conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4: Efeito do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase sobre o relaxamento
vascular induzido pelo extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em
anéis de aorta de rato. O grafico apresenta o relaxamento vascular produzido pelo
EHPP (300, 500 e 1000 pg/ml) na auséncia e na presenca do L-NAME (10 pM). Os
resultados estdo expressos como a meédia * erro padrdao das médias de 6
experimentos ***p < 0,001, em relagdo ao EHPP na auséncia do L-NAME. (ANOVA de
uma via, seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.4 Efeito do inibidor da enzima guanilato ciclase sobre o relaxamento
vascular produzido pelo extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP)

Nestes experimentos, o relaxamento vascular promovido pelo EHPP
(1000 pg/ml) na auséncia do ODQ (10 uM; 40,7+5,4%) foi praticamente abolido
na presenga deste inibidor da enzima da guanilato ciclase (2,2+1,6%),

conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5: Efeito do inibidor da enzima guanilato ciclase solavel sobre o
relaxamento vascular induzido pelo extrato hidroalcoélico da P. paniculata L.
(EHPP) em anéis de aorta de rato. Os efeitos relaxantes do EHPP (1000 pg/ml) em
preparacdes contraidas pela fenilefrina (1uM) foram comparados com os efeitos do
EHPP obtidos apds incubacdo do ODQ (10uM). Os resultados estdo expressos como
a média £ erro padrdo das médias de 6 experimentos ***p < 0,001, em relagdo ao
EHPP na auséncia do ODQ. (ANOVA de uma via, seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.5 Efeito do blogueador de canais de potassio sobre o relaxamento
vascular produzido pelo extrato hidroalcodélico da P. paniculata L.
(EHPP)

O efeito relaxante produzido pelo EHPP (500 e 1000 pg/ml; 5,8+3,5% e
51,618,0% respectivamente) foi alterado na presencga do tetraetilamonio (TEA,
10 mM). O relaxamento promovido pelo EHPP foi significativamente reduzido

para 0,2+0,1% e 20,4+7,3% respectivamente, conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Efeito do blogueador de canais de potadssio sobre o relaxamento
vascular induzido pelo extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em
anéis de aorta de rato. O relaxamento vascular produzido pelo EHPP (500 e 1000
pg/ml) em anéis de aorta previamente incubados com o tetraetilaménio (TEA; 10 mM)
foram comparados as respostas relaxantes do EHPP (500 e 1000 pg/ml) obtidas antes
da administracdo do bloqueador de canais de K*. Os resultados est&o expressos como
a média * erro padrdo das médias de 6 experimentos. *p < 0,05 em relagcdo ao EHPP
antes da incubagao do TEA. (ANOVA de uma via, seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.6 Efeito hipotensor do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.

(EHPP) em ratos anestesiados

Os animais controles apresentaram pressao arterial média (PAM) basal
de 105,5 £ 1,7 mmHg. O tratamento via oral do extrato bruto hidroalcodlico da
Polygala paniculata L. (EHPP) nas doses de 30, 100, e 300 mg/Kg foi capaz de
promover uma redugdo da pressao arterial média (PAM) em 17,411,98;

23,5+2,7 e 27,1£2,8 mmHg em relagcao a PAM basal (Figura 7).
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Figura 7: Efeito hipotensor do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP) em ratos anestesiados. A redugdo da PAM (média + erro padrdo da
média) obtida em seis animais submetidos ao protocolo da pressao arterial em ratos
anestesiados, 60 minutos apés a administracido do EHPP, mostra a alteracao da PAM
induzida pela administracdo do extrato nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. A
comparagao estatistica entre os grupos foi realizada através da analise da variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni. *** p < 0,001 em relagdo ao grupo
controle (C).
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4.7 Tempo de resposta do extrato hidroalcodlico da P. paniculata L.
(EHPP) em ratos anestesiados

O registro da pressao arterial em ratos anestesiados foi realizado 30, 60,
90, 120 e 150 minutos apos a administracdo do EHPP pela via oral (v.0). A
dose de 100 mg/kg do EHPP causou uma redugé&o dos niveis pressoricos de
11,21+2,8; 23,54+2,7; 14,77+1,4; 13,89+£2,2; 1,81£1,1 mmHg respectivamente
ao tempo, em relagdo a PAM basal que foi de 109,5+2,5 mmHg conforme

ilustrado na Figura 8.
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Figura 8: Efeito hipotensor em diferentes tempos de administragcdo do
extrato hidroalcodélico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos anestesiados.
A reducgdo da PAM (média + erro padrdo da média) obtida em 6 animais submetidos
ao protocolo da pressao arterial em ratos anestesiados, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos
ap6s a administracdo do EHPP 100 mg/kg, mostra a reducdo da PAM nos diferentes
tempos de administragdo do extrato. A comparagao estatistica entre os grupos foi
realizada através da analise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de
Bonferroni. *** p < 0,001 e ** p < 0,01 em relagédo ao grupo controle.
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4.8 Efeito dos receptores muscarinicos no efeito hipotensor do extrato
hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos normotensos

O tratamento com atropina 5 mg/kg pela via subcuténea (s.c) né&o
interferiu na resposta ao EHPP (100 mg/Kg) administrado pela via oral (v.0). A
queda da PAM induzida pelo EHPP antes e depois do tratamento deste
antagonista muscarinico corresponde a 19,63+1,38 mmHg e 26,75%1,26
mmHg, respectivamente. A acetilcolina na dose de 30 nmol/kg, utilizado como
controle positivo, reduziu os niveis pressoricos em 35,40+£3,7 mmHg antes do
tratamento com a atropina. Entretanto, na presenca da atropina, houve um forte
bloqueio do efeito hipotensor deste agonista muscarinico. A redugdo da PAM
correspondeu a 3,06£1,2 mmHg quando comparada a PAM basal (109,16+4,1

mmHg), como mostrado na Figura 9, Painel A e B.
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Figura 9: Efeito hipotensor do EHPP na presenca e na auséncia de antagonista
muscarinico. Painel A - Redug¢do da PAM (média * erro padrdo da média) obtida em
seis animais, em resposta ao EHPP (100 mg/kg, v.0), antes e depois da administragcao
da atropina (5 mg/kg, s.c). Painel B - Como controle positivo foi administrado ACh (30
nmol/kg, i.v), mostrando a redugdo da PAM (média + erro padrdo da média) obtida em
seis animais, em resposta a administragcdo antes e depois da atropina. A comparagao
estatistica entre os grupos foi realizada através da analise da variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni. *** p < 0,001 em relagdo ao grupo controle
(C).
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49 Participagcdo do oOxido nitrico no efeito hipotensor do extrato
hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos anestesiados

A PAM dos animais pertencentes ao grupo controle foi de 103,50+2,32
mmHg. Os animais tratados continuamente com L-NAME (7 mg/kg/min) tem a
sua PAM alterada para 174,99+3,4 mmHg. Ou seja, o L-NAME tem a
capacidade de promover um estado de hipertensdo aguda nos animais.

No grupo controle, a dose de 100 mg/kg do EHPP provocou uma
reducdo da PAM correspondente a 21,48+0,4 mmHg. Nos animais infundidos
com o L-NAME (7mg/kg/min), um inibidor da NO sintase, ocorreu uma forte
inibicdo (aproximadamente 98%) da resposta hipotensora do EHPP, a qual

correspondeu a 0,2+0,1 mmHg, como ilustrado na Figura 10.
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Figura 10: Bloqueio do efeito hipotensor do EHPP na presenca do inibidor da
oxido nitrico sintase. Os animais foram tratados com EHPP (100 mg/kg, v.0) e apos
foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), passaram pelo
procedimento cirdrgico para implantagao das canulas, através das quais foi realizada a
administragdo da a infusdo continua de L-NAME (7 mg/kg/min). A resposta ao EHPP
foi comparada na auséncia e presenca de L-NAME. Os resultados foram expressos
com média + erro padrdo das médias de 6 experimentos. A comparagao entre os
grupos foi realizada através da analise da varidncia de uma via (ANOVA) seguida do
teste t de Bonferroni. ** p < 0,01 em relagéo ao grupo controle (C).
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4.10 Participagdo do Azul de Metileno no efeito hipotensor do extrato
hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos anestesiados

O EHPP na dose de 100 mg/kg promoveu uma reducdo da PAM de
21,49 £ 0,43 mmHg nos animais controle (na auséncia de azul de metileno —
inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel). Nos animais infundidos com azul
de metileno (150 nmol/kg/min) houve uma inibicdo da redugédo dos niveis
pressoricos de 2,1 £ 1,16 mmHg promovido pelo EHPP, como ilustrado na

Figura 11.
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Figura 11. Efeito hipotensor do EHPP na presenca do inibidor da enzima
guanilato ciclase. Os animais foram tratados com EHPP (100 mg/kg, v.0) e apds
foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), passaram pelo
procedimento cirargico para implantagao das canulas, através das quais foi realizada a
administragado da a infusdo continua de azul de metileno (150 nmol/kg/min). A resposta
ao EHPP foi comparada na auséncia e presenca do azul de metileno. Os resultados
foram expressos com média + erro padrdao das médias de 6 experimentos. A
comparagao entre os grupos foi realizada através da analise da variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni. ** p < 0,01 em relagdo ao grupo controle
(C).
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4.11 Participacdo dos canais de Potassio na hipotensdo causada pelo
extrato hidroalcodélico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos

anestesiados

O tratamento com TEA (360 pmol/kg, i.v.), um bloqueador ndo seletivo
de canais de potassio pela via intravenosa (i.v) néo interferiu na resposta in
vivo do EHPP (100 mg/Kg) administrado pela via oral (v.0). A queda da PAM
induzida pelo EHPP antes e depois do tratamento deste bloqueador
corresponde a 19,68+1,38 mmHg e 22,37+1,22 mmHg, respectivamente, como

mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Efeito do bloqueador de canais de potassio sobre a acdo hipotensora
promovida pelo extrato hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos
anestesiados. O efeito hipotensor produzido pelo EHPP (100 mg/kg) em ratos
anestesiados na auséncia e na presenga do TEA (360uMol/kg), bloqueador nao
seletivo de canais de K*. Os resultados estdo expressos como a média * erro padréo
das médias de 6 experimentos. A comparagao entre os grupos foi realizada através da
analise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni. ** p < 0,01
em relagdo ao grupo controle (C).
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4.12 Efeito hipotensor da Rutina, composto isolado do extrato

hidroalcodlico da P. paniculata L. (EHPP) em ratos anestesiados

Os animais utilizados nestes experimentos, apresentaram pressao
arterial media (PAM) basal de 110+4,6 mmHg. A administragdo da rutina por
via intravenosa nas doses de 1, 3 e 10 mg/Kg reduziu a pressao arterial média
(PAM) em 14,47+1,4; 21,48+1,7 e 29,38+2,8 mmHg respectivamente em

relacdo a PAM basal, conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13: Efeito hipotensor da Rutina sobre os niveis pressoricos de ratos
anestesiados. A rutina nas doses de 1, 3 e 10 mg/Kg, promoveu uma reducédo da
PAM (média * erro padrao da média) obtida de seis animais. A comparacao estatistica
entre os grupos foi realizada através da analise da variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste t de Bonferroni. * p < 0,05, ** p < 0,01 e ** p < 0,001 em relagdo ao
grupo controle (C).
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o extrato
hidroalcodlico de P. paniculata apresenta atividade vasorrelaxante em aorta
isolada de ratos e que uma unica administragdo via oral do extrato
hidroalcodlico de P. paniculata reduz significativamente a pressao arterial
média de animais normotensos anestesiados. Além disto, a reducdo da
pressao arterial parece envolver a presencga da rutina no extrato hidroalcodlico
de P. paniculata. Este estudo demonstrou também que as vias possiveis
envolvidas nas agoes vasorrelaxantes e hipotensoras do extrato hidroalcodlico
de P. paniculata indicam a via do O6xido nitrico e guanilato ciclase. Os
resultados do presente estudo s&o relevantes uma vez que a P. paniculata &
uma espécie que compreende plantas amplamente utilizadas pela populacao
no Brasil, embora relativamente poucos estudos cientificos validem a maioria
das indicagdes do uso popular desta planta.

A Polygala paniculata L., conhecida popularmente como “barba-de-sao-
joao”, barba-de-bode, bromil, vassourinha branca e mimosa, tem seu cha
utilizado na medicina popular para o tratamento da asma, bronquite crénica,
demais afec¢des do aparelho respiratério, atrite, artrose, problemas renais, dor
de estdbmago, diarréia, bem como tonificante (NEWALL et al., 1996; LORENZI e
MATOS, 2002).

Estudos anteriores realizados por Pizzolatti e colaboradores (2003)
demonstraram que as fragdes diclorometano e etandlica do extrato bruto da P.
paniculata apresentaram atividade tripanossomicida contra a forma

epimastigota do parasita Trypanossoma cruzi. Outro trabalho, conduzido por
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Farina e colaboradores (2005) constatou importante atividade neuroprotetora e
antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico da P. paniculata, em relagdo a
neurotoxicidade induzida pelo metilmercurio. Estes trabalhos mostram
claramente o potencial farmacoldgico da P. paniculata.

Sua acao para disturbios gastricos ja foi validada cientificamente através
de estudos com o extrato bruto hidroalcéolico da Polygala paniculata L. que
demonstrou sua atividade gastroprotetora pela via oral, a qual foi capaz de
proteger a mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo etanol 70% enquanto
que a administracdo pela via intraperitoneal também apresentou importante
efeito citoprotetor (LAPA et al, 2007).

Em relagdo a utilizagdo da Polygala paniculata L. para o tratamento de
desordens cardiovasculares, verificou-se no nosso trabalho que o extrato
hidroalcodlico da Polygala paniculata L. (EHPP) possui um efeito
vasorrelaxante em aorta isolada de ratos. A avaliagdo do mecanismo de agao
da P. paniculata neste modelo in vitro permite a quantificagdo das interagdes
com receptores especificos, inibitérios ou excitatérios, frente a agonistas-
padrdo, cujos mecanismos de acado sao conhecidos. Este protocolo com a
aorta isolada é importante, pois permite avaliar a influéncia do endotélio nos
efeitos observados. A contracdo da musculatura lisa esta sob influéncia direta
de uma diversidade de fatores enddgenos como neurotransmissores
(noradrenalina), peptideos de sintese plasmatica ou endotelial (angiotensina,
endotelina), substdncias endoteliais n&o-peptidicas  (6xido  nitrico,
prostaglandinas). Assim, nossas observagdes em aorta isolada indicam que o
extrato hidroalcodlico de P. paniculata apresentou importante efeito

vasorrelaxante.
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Varios fatores podem interferir direta ou indiretamente no controle da
pressao arterial (GUYENET, 2006) e também em doencgas cardiovasculares,
dentre eles as células endoteliais ttm um papel fundamental no controle do
tdbnus vascular, pois sintetizam e liberam diversos mediadores capazes de
promover a vasodilatagdo, como a prostaciclina (MONCADA & VANE, 1979), o
oxido nitrico (FURCHGOTT &ZAWADZKI, 1980; HUTCHINSON et al, 1987) e 0
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FELETOU & VANHOUTTE, 1988).
Um importante mediador endotelial que contribui ativamente para o controle da
homeostase vascular é o 6xido nitrico (NO), inicialmente denominado fator
relaxante derivado do endotélio (FURCHGOTT &ZAWADZKI, 1980). O NO é
uma molécula que apresenta enorme diversidade de fungbes fisioldgicas.
Dentre elas estao inclusos, além da agao vasodilatadora, a neurotransmissao e
a imuno-modulagao (MONCADA et al, 1991). O éxido nitrico é sintetizado por
acao da enzima o6xido nitrico sintase (NOS), que utiliza como substrato o
aminoécido L-arginina, e como cofatores o NADPH, Ca*?, O,, TH4, FAD, FNM
(STEVENS — TRUSS et al, 1997). O mecanismo relaxante do NO inicia-se com
a difusao desta molécula a partir das células endoteliais, onde é produzido,
para a musculatura lisa vascular, local em que parece promover modificacdes
na interacdo dos filamentos de actina e miosina, e ainda modular a fungao de
canais ibnicos da membrana das células musculares lisas (ARCHER et al.,
1994). A utilizagcdo de analogos inativos da L-arginina pode esclarecer a
participacao deste mediador no mecanismo vasorrelaxante, uma vez que estes
inibem a sintese do NO. Na concentragdo de 1000 pg/ml utilizada o EHPP
promoveu um efeito relaxante em artérias com endotélio vascular preservado.

A remogao da camada endotelial aboliu o relaxamento vascular (ver figura 2).
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Indicando que o efeito relaxante do EHPP envolve a participacdao de
substancias vasodilatadoras produzidas pelo endotélio. Nesse contexto, o
envolvimento do 6xido nitrico no efeito vasorrelaxante induzido pelo EHPP foi
avaliado por meio de inibidor da enzima oxido nitrico sintase, o L-NAME. Na
presenca desta substancia, houve total inibicdo do efeito vasorrelaxante do
EHPP, indicando o envolvimento do éxido nitrico no seu mecanismo relaxante

em aorta isolada de rato.

O mecanismo vasorrelaxante do NO envolve a ativacdo da enzima
guanilato ciclase soluvel, presente nas células musculares lisas. Esta enzima,
uma vez estimulada, promove a conversao do nucleotideo GTP em GMPc
(IGNARRO et al., 1987). O GMPc, por sua vez, ativa uma proteina quinase
dependente de GMPc, a proteina quinase G (PKG), que pode fosforilar outra
quinase, a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), inativando-a e
produzindo o relaxamento da musculatura lisa vascular (LEE et al., 1997),
constituindo uma possivel via adicional para o relaxamento vascular pela PKG.
O bloqueio a sintese do GMPC por meio de inibidores da enzima guanilato
ciclase (como o azul de metileno ou o ODQ) impossibilita a ativacdo da PKG e
0 consequente relaxamento vascular. A participagdo do GMPc no mecanismo
de agado vasorrelante do EHPP foi investigada com a utilizagdo do ODQ. A
presenca do ODQ promoveu inibicdo total do efeito vasorrelaxante do EHPP,
indicando o envolvimento desse segundo mensageiro em seu mecanismo de
acgao (ver Figura 5 e 6).

Neste estudo, a participacao dos receptores muscarinicos no efeito
vasorrelaxante produzido pelo EHPP foi avaliada por meio da utilizacdo da

atropina, antagonista de receptores muscarinicos. Na presenga deste
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antagonista ndo houve modificagao significante no efeito vasorrelaxante do
EHPP (ver Figura 3), indicando que 0 mesmo nao age nesses receptores para
promover o seu efeito vascular. Outras estruturas celulares, como canais
ibnicos da membrana plasmatica, podem estar envolvidas, em mecanismos
adicionais importantes para o relaxamento vascular. E descrito que o éxido
nitrico pode modular a acdo de canais de potassio tanto através da PKG
(ARCHER et al., 1994) como por acao direta sobre estes canais (MISTRY &
GARLAND, 1998). O aumento da condutancia dos ions K* hiperpolariza as
células e reduz o influxo de ions Ca*? através dos canais de Ca*? operados por
voltagem, presentes na membrana celular (ARCHER et al., 1994). A reducao
do influxo de Ca*?, por conseqiiéncia da hiperpolarizagdo, reduz também a
atividade da MLCK (quinase da cadeia leve de miosina), a qual depende do
complexo calcio-calmodulina. Sem a fosforilagdo da cadeia leve de miosina
pela MLCK, ndo ha interacdo com os filamentos de actina, resultando no

relaxamento da musculatura lisa vascular.

Por essa razo, investigou-se o envolvimento de canais de K* no efeito
do EHPP. Foi utilizado o tetraetilaménio (TEA), um bloqueador ndo seletivo de
canais de K* . A adicdo do EHPP aos anéis de aorta previamente expostos a
este inibidor provocou uma inibicdo parcial do relaxamento vascular promovido
pelo EHPP. A utilizacdo do TEA sugere o envolvimento de canais de K' no
mecanismo de acao do EHPP, pois inibiu em parte o seu efeito relaxante (ver
Figura 6). Para uma investigacdo mais coerente com os resultados expostos na
literatura e os obtidos neste estudo, torna-se necessario verificar a participagao
de outros inibidores destes canais ibnicos: a glibenclamida, um bloqueador

seletivo de canais de K* sensiveis ao ATP, a 4-aminopiridina, um bloqueador
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seletivo de canais de K" ativados por voltagem, a apamina, inibidor seletivo de
canais de K de condutancia baixa ativados pelo Ca™?, SKca), a caribdotoxina
(inibidor ndo seletivo de canais de K* de condutancia larga, BKca, de
condutancia intermediaria, IKca, e dependentes de voltagem, Kv) e a
iberiotoxina (inibidor seletivo de canais de K* de condutancia alta, BKca). Estes
experimentos serao futuramente desenvolvidos em nosso laboratorio.

Os modelos animais para estudo de anti-hipertensivos utilizam ratos que
apresentam reatividade vascular muito semelhante as humanas. A interferéncia
com a atividade destas substancias, ao nivel de receptores ou dos mecanismos
intracelulares de transducdo, modifica o equilibrio intrinseco que mantém
constante podendo alterar a resisténcia periférica e produzindo alteragcdes na
pressdo arterial (REES et al, 1990). Além de interferir na atividade
vasorrelaxante em 6rgao isolado, outros modelos como a medida da pressao
arterial em ratos, atividade diurética, atividades da enzima-conversora da
angiotensina podem evidenciar a importancia do efeito da P. paniculata sobre o

sistema cardiovascular.

O método de registro da pressao arterial média (PAM) em ratos com
cateteres posicionados intra-arterialmente, fornece medidas precisas da forga
exercida pelo sangue nas paredes arteriais. Com o registro direto é possivel
analisar o transcurso temporal do efeito pressorico do EHPP, a intensidade do
efeito no pico da agédo e o tempo para o desaparecimento do efeito (ver Figura
7 e 8). O EHPP promoveu uma hipotensao significativa nas doses de (30, 100
e 300 mg/kg) quando administrados pela via oral. Na dose de 100 mg/kg do

EHPP seu efeito hipotensor permaneceu por aproximadamente 2 horas.
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A avaliagao dos receptores muscarinicos no efeito hipotensor do EHPP
em ratos normotensos, por meio da utilizacdo da atropina, antagonista de
receptores muscarinicos, corroboram com os experimentos in vitro, mostrando
que na presenga deste antagonista ndo houve modificagao significativa no
efeito hipotensor do EHPP (ver Figura 9), indicando que o mesmo nao age
nesses receptores para promover o seu efeito vascular. Da mesma forma foi
confirmado através dos experimentos in vivo e verificado a participagcao da via
oxido nitrico — guanilato ciclase, através da administragdo continua com L-
NAME (7 mg/kg/min) e do azul de metileno (150 nmol/kg/min), promovendo
uma inibicdo da reducdo dos niveis pressoricos induzidos pelo EHPP (ver
Figura 10 e 11).

A investigacdo sobre o envolvimento dos canais de K* foi através da
observacgao dos resultados in vivo, o tratamento com TEA (360 umol/kg), um
bloqueador nao seletivo de canais de potassio pela via intravenosa (i.v) nao
interferiu na resposta in vivo ao EHPP (100 mg/Kg) quando este foi
administrado pela via oral (v.0), ndo promovendo nenhuma alteracdo na
resposta hipotensora do EHPP (ver Figura 12).

O flavondide, rutina, composto majoritario, do extrato hidroalcodlico da
Polygala paniculata L. (EHPP) foi isolada e avaliada no modelo in vivo. Os
flavondides sdo extensamente encontrados na natureza, em sementes e graos
de varias frutas e vegetais, e também ocorrem diferentes plantas medicinais
(TREASE, EVANS; 1996).

Essa importante classe de substancias naturais apresenta um largo
espectro de atividades bioquimicas e farmacoldgicas incluindo efeitos

antioxidantes (RICE-EVANS et al; 1995), cardioprotetora (HOLLMAN et al;



67

1996., MARTINEZ-FLOREZ et al; 2002), vasodilatadores (DUARTE et al.,
1993), anti-inflamatdrios, anticarcinogénicas (PATHAK et al., 1991), estimulante
do sistema imunolégico, anti-alérgicos, antivirais = (MIDDLETON;
KANDASWAMI; 1992). Um estudo sobre sua fungcdo como protetor das
doencgas do coracdo € atraveés da prevencao da oxidagao de lipoproteinas de
baixa densidade para a formacdo aterogénica, através da diminuicdo da
adesdao e agregagcao plaquetaria e aumentando as propriedades
vasodilatadoras (YAO et al,; 2004., MARTINEZ-FLOREZ et al; 2002). Os
flavondides tém sido relacionados com uma reducédo na morte por doengas que
atingem as artérias coronarias (HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 1996). De
acordo com varios autores esses compostos tém potencial vasodilatador
(HERRERA et al., 1996) tanto na presenca (LEMOS et al., 1999) quanto na
auséncia de endotélio vascular (HERRERA et al., 1996).

Compostos puros ja foram isolados da P. paniculata, dentre eles as
xantonas 1,5-dihidroxi-3,2-dimetoxixantona e 1-hidroxi-2,3,5-trimetoxixantona.
As xantonas naturais ou quimicamente sintetizadas possuem efeitos
antihipertensivos e atividade vasorrelaxante (WANG etal; 2002; FANG et al;
2006). Estudos recentes mostraram que a xantona 1,5-dihidroxi-3,2-
dimetoxixantona, isolada da planta Halenia elliptica possui efeito vasorrelaxante
concentracdo dependente em anéis pré-contraidos de aorta. A remocao
mecéanica do endotélio reduziu seus efeitos relaxantes, sugerindo que seu
mecanismo € dependente do endotélio. A incubacdo de L-NAME (inibidor da
NO sintase) e do ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase) inibiram o efeito
vasorrelaxante promovido pela 1,5-dihidroxi-3,2-dimetoxixantona, sugerindo

que seu mecanismo de agao seja observado através da via NO-GMPc (WANG
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et al, 2007). Posteriormente, em estudo complementar realizado pelo mesmo
grupo e através de experimentos in vitro utilizando a 1-hidroxi-2,3,5-
trimetoxixantona, um metabdlito ativo, demonstraram também possuir efeito
vasorrelaxante (WANG et al, 2008).

A administracdo da rutina in vivo, composto isolado do EHPP, em ratos
anestesiados pela via intravenosa, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg reduziu a
pressao arterial média, promovendo um efeito hipotensor (ver Figura 13).

Nas ultimas décadas, as atividades farmacoldgicas da rutina que é um
bioflavondide, pertencente ao sub-grupo dos flavandides tem sido pesquisada e
0s seus resultados estdo interessando as industrias farmacéuticas.

Entre as importancias terapéuticas da rutina, estd a melhora nos
sintomas de insuficiéncia dos vasos venosos associados com algumas
doengas hemorragicas ou de hipertensdo, por promover a normalizagdo da
resisténcia e permeabilidade da parede destes vasos. Outros sintomas de
fragilidade capilar também sdo melhorados, entre eles, estdo o da perda da
acuidade visual e alteragbes do campo visual. Estes efeitos podem ser dela
sozinha ou associada ao acido ascorbico, inclusive a absorcdo deste ultimo
composto sendo melhorada quando administrado junto com a rutina (PATHAK
et al., 1991).

Em estudos realizados em ileos de cobaias (YILDIZOGLU e cols, 1991)
foram observadas as ag¢des da rutina como apresentando um efeito inibidor ndo
competitivo da angiotensina Il. Neste mesmo estudo foi observado em célon de
cobaia, a atividade de relaxamento do musculo liso, podendo ser atribuido a

estas, as razbes da melhora na permeabilidade capilar produzida pela rutina.
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A rutina possui baixa solubilidade em agua, mas quando degradada,
possui um metabdlito ativo, a quercetina, que € a molécula pelo qual a rutina
deriva (BRUNETON, 1999).

Em geral os flavondides que apresentam ligagcdes glicosidicas sao
soluveis em meio aquoso e etandlico, como a quercetina, por apresentar um
namero maior de grupos de hidroxilas livres. Um pequeno numero de
compostos sédo parcialmente soluvel em agua como € o caso da rutina (ALLUIS
et al., 2000). Estudos in vitro desenvolvidos com a quercetina demonstraram
que ela possui atividade anti-fibrética (LEE et al., 2003), anticoagulante (BUCKI
et al., 2003), anti-aterogénica (de WHALLEY et al., 1990, PEREZ-VICCAINO et
al., 2006) e antihipertensiva (DUARTE et al., 2001, PEREZ-VICCAINO et al.,
2006).

Fusi (2002) e colaboradores demonstraram que a quercetina possui
atividade relaxante no musculo liso vascular in vitro e in vivo.

Segundo estudos de Afanas’ev (1989) e colaboradores, ao pesquisarem
a atividade antioxidante da rutina e da quercetina, concluiram que estes
flavondides tem uma agao terapéutica em patologias que envolvem radicais
livres, e ndo sao téxicos, em especial a rutina. Podem inibir o processo de
formagdo de radicais livres em varios estagios, por reagirem com o0 ion
superoxido e radicais peroxilas lipidicos, e por formarem um complexo com
ferro, que é um catalisador da formacédo de radicais de oxigénio ativo
(PATHAK, 1991; YOKOZAWA et al, 1997).

Em sintese, os resultados do presente trabalho, demonstram que o
EHPP possui atividade vasorrelaxante in vitro e efeito hipotensor em ratos

anestesiados, sugerindo a possivel agao da rutina no efeito hipotensor.
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Apesar deste importante resultado, estudos adicionais devem ser
realizados com finalidade de caracterizar de forma mais detalhada os
mecanismos de agdes envolvidos neste efeito.

Estudos adicionais deverdo também ser realizados para a confirmagao
do preciso mecanismo de ac&o envolvido na atividade hipotensora do EHPP e
da rutina. Estudos quimicos estdo em progresso para caracterizar outros
compostos, que talvez contribuam com o potencial hipotensor do EHPP.

Neste contexto, o resultado obtido neste estudo nos fornece base
farmacoldgica para utilizagdo da Polygala paniculata L , indicando seu potencial
terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos com propriedades

vasorrelaxante.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que:

A Polygala paniculata L possui um ou mais componentes quimicos capazes

de promover relaxamento vascular;

O extrato hidroalcodlico da Polygala paniculata L (EHPP) induz relaxamento

vascular;

O relaxamento vascular promovido pelo EHPP é dependente do endotélio

vascular;

Esse efeito vasorrelaxante ndo envolve a acdo sobre receptores

muscarinicos;

O relaxamento vascular induzido pelo EHPP ¢é totalmente dependente da
producdo do 6xido nitrico pela NOS endotelial, bem como da estimulacao

da enzima guanilato ciclase soluvel,

O extrato hidroalcodlico da Polygala paniculata L (EHPP) promove

hipotensdo quando administrado pela via oral,

A rutina é o provavel componente quimico responsavel pelo efeito

hipotensor.
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