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RESUMO

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek conhecida popularmente como
espinheira santa, é utilizada para tratar diversos males, como por exemplo
problemas gastricos. Ha relatos populares do seu uso para tratar hipertensao,
porém estes ndo estdo descritos na literatura. Neste trabalho, avaliamos a acgao
das fragbes semipurificadas, sobrenadante etandlico da infusdo (SEl-dados n&o
mostrados), sobrenadante etandlico da extragdo aquosa (SEEA), fragdo aquosa
(FAQ-dados ndo mostrados), fracdo acetato de etila (FAE), obtidas a partir das
folhas da M. ilicifolia, sobre a pressao arterial de ratos normotensos anestesiados.
O SEEA, nas doses de 5, 10, 20 e 30 mg/kg (i.v.), reduziu a PAM de forma
dependente da dose em 5,8 + 1,3, 16,2 £ 2,5, 23,7 £ 3,2 e 52,6 £ 5,5 mmHg
(PAM basal = 109,4 £ 2,4 mmHg; n = 6). O SEEA foi capaz de reduzir a PAM
mesmo em animais com 0s niveis pressoricos elevados pela infusdo continua de
fenilefrina (20 nmol/kg/min). A hipotensdo causada pelo SEEA (5, 10 e 30 mg/kg
nestes animais foi de 2,0 + 0,8, 14,9 + 2,8 e 30,0 £ 2,6 mmHg (n=6). A queda na
pressao arterial causada pelo SEEA nao foi alterada pela seccéo bilateral do
nervo vago, nem pelo pré-tratamento dos animais com propranolol (1,5 mg/kg,
i.v., um bloqueador de receptores beta-adrenérgicos), ou atropina (1 mg/kg, i.v.;
um antagonista de receptores muscarinicos). A hipotensdo causada pelo SEEA
(30 mg/kg, i.v.) foi reduzida em 82,3% em animais infundidos com L-NAME
(inibidor da enzima o6xido nitrico sintase; 7 mg/kg/min) e 56,5% em animais
infundidos com azul de metileno (150 nmol/kg/min). Nesses mesmos animais o
efeito hipotensor gerado pela nitroglicerina (um doador de 6xido nitrico 10, 30 e
90 pg/kg, i.v.;), permaneceu inalterado (dados ndao mostrados). A administragao
prévia de tetraetiiaménio (bloqueador nado seletivo de canais de potassio; 360
pmol/kg, i.v.), 4-aminopiridina (bloqueador seletivo de canais de potassio
dependentes de voltagem; 2 ymol/kg, i.v.), ou glibenclamida (bloqueador seletivo
de canais de potassio sensiveis ao ATP; 40 pmol/kg; i.v.), reduziu a agéo
hipotensora do SEEA (30 mg/kg) em aproximadamente 80, 60 e 50%,
respectivamente. As doses de 5, 10, 20 e 30 mg/kg da FAQ reduziram dos niveis
presséricos em 14,2 + 1,8, 159 + 24, 228 + 1,3 e 28,9 £+ 7,2 mmHg,
respectivamente (PAM basal = 109,5 £ 2,5 mmHg). A FAE nas doses de 5, 10, 20



e 30 mg/kg foi capaz de causar hipotensdo de 5,2+ 1,2 e 16,6 £ 4,140,8 £ 5,7 e
114,3 £ 7,1 mmHg. As duas maiores doses da FAE foram capazes de provocar
uma hipotensdo duas vezes maior do que as mesmas doses do SEEA. Assim
como o SEEA, a FAE teve seus efeitos hipotensores inibidos pelo L-NAME, azul
de metileno e bloqueadores de canais de potassio (TEA, 4-aminopiridina e
glibenclamida). Este estudo mostra que a espécie vegetal M. ilicifolia ttm um ou
mais componentes capazes de reduzir a pressao arterial de ratos normotensos.
Nossos resultados indicam que 0s mecanismos responsaveis pela acao
hipotensora das fragdes semi-purificadas SEEA e FAE envolvem a ativagao da
enzima oOxido nitrico sintase, a estimulacdo da enzima guanilato ciclase soluvel e

a abertura de canais de potassio.
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ABSTRACT

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek known popularly as Espinheira Santa, is
popularly used to treat several diseases, and among them gastric problems. There
are popular reports of its use to treat hypertension, however these are not
described in the literature. In this work, we evaluated the effects of the semi
purified fractions of the extract of M. ilicifolia: ethanolic supernatant of the infusion
(SEI), ethanolic supernatant from aqueous extraction (SEEA), aqueous fraction
(FAQ) and fraction ethyl acetate (FAE) of M. ilicifolia on the blood pressure of
anesthetized normotensive rats. The intravenous (i.v.) injection of SEI (5, 10, 20
and 30 mg/kg) reduced the mean blood pressure (MAP) in 5.9 + 1.6, 184 + 1.4,
215 + 2.1 and 22.1 £ 2.8 mmHg, respectively, compared to basal MAP (110.0
4.6 mmHg; n = 6). SEEA, in the doses of 5, 10, 20 and 30 mg/kg (i.v.) reduced
MAP, compared to basal (109.4 + 2.4 mmHg; n = 6) in a dose-dependent way,
respectively 5.8 + 1.3, 16.2 £ 2.5, 23.7 + 3.2 and 52.6 + 5.5 mmHg. SEEA was
capable to reduce MAP in animals with high blood pressure levels due to the
continuous infusion of phenilefrine (20 nmol/kg/min). Blood pressure reduction
caused by SEEA (5, 10 and 30 mg/kg) in these animals was 2.0 + 0.8, 14.9 + 2.8
and 30.0 £ 2.6 mmHg (n = 6), respectively. The fall in the blood pressure caused
by SEEA was neither affected by bilateral section of the vagus nerve, nor by the
pre-treatment of the animals with the (B-receptor blocker propranolol (1.5 mg/kg,
i.v.) or with the muscarinic receptor antagonist atropine (1 mg/kg, i.p.). The
hypotension caused by SEEA (30 mg/kg, i.v.) was reduced in animals infused with
L-NAME (a nitric oxide synthase inhibitor, 7 mg/kg/min) in 82.3% or methylene
blue (an guanylate cyclase inhibitor, 150 nmol/kg/min) in 56.7%. In those animals,
the hypotensive effect induced by the nitroglycerine (a nitric oxide donor, 10, 30
and 90 ug/kg, i.v.), remained unaffected bay L-NAME infusion. The previous
administration of tetraethylammonium (TEA, a non-selective potassium channel
blocker, 360 pmol/kg, i.v.), 4-aminopiridine (a selective voltage-sensitive
potassium channel, 2 pmol/kg, i.v.), or glibenclamide (a selective ATP-sensitive
potassium channel, 40 umol/kg; i.v.), reduced the hypotensive effect of SEEA (30
mg/kg) approximately 80, 60 and 50%, respectively. The doses of 5, 10, 20 and 30
mg/kg of FAQ reduced of the levels pressoricos in 14,2 £ 1.8, 15.9 + 2.4, 228 £

vii



1.3 and 28.9 + 7.2 mmHg, respectively (basal PAM = 109.5 + 2.5 mmHg). FAE in
the doses of 5, 10, 20 and 30 mg/kg was capable to cause hypotension of 5.2 +
1.2and 16.6 £4.1 40.8 £ 5.7 and 114.3 + 7.1 mmHg. The two larger doses of FAE
were capable to provoke a hypotension twice larger than the same doses of
SEEA. As well as SEEA, FAE had their effects hypotensors inhibited by L-NAME,
metileno blue and blocking of potassium channels (TEA, 4-aminopiridine and
glibenclamide). This study shows that the vegetable species M. ilicifolia have an or
more components capable to reduce the blood pressure of mice normotensos. Our
results indicate that the responsible mechanisms for the action hypotensor of the
semi-purified fractions SEEA and FAE involve the activation of the enzyme oxide
nitric sintase, the stimulation of the enzyme soluble cyclase guanilato and the

opening of potassium channels.
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I. INTRODUGAO

O uso de espécies vegetais para tratamento e cura de doengas remonta ao
inicio da civilizagdo. Essa pratica milenar ultrapassou todos os obstaculos no
processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por
grande parte da populagdo mundial como fonte de recursos terapéuticos (DI
STASI, 1996).

Registros comprovam que ha mais de 2600 anos os chineses, 0s egipcios,
0S gregos e o0s romanos conheciam varias formas de preparagbes de
medicamentos e elaboravam seus insumos por meio de extragcdes de diversas
plantas. Ao longo do tempo, as plantas adquiriram grande importancia na
medicina popular devido as suas propriedades e passaram a ser utilizadas
principalmente dentro de um contexto cultural, na medicina popular, muitas vezes
como unica opgao pelas populacbes mais carentes, ou na Fitoterapia (seguindo
prescricdo meédica), como opg¢ao alternativa nos paises mais ricos e
desenvolvidos (REIS et al, 2003).

Por volta de 1803, Seturner conseguiu isolar a morfina, o primeiro principio
ativo extraido de uma planta, a Papaver somniferum, popularmente conhecida
como papoula. Até hoje € um potente analgésico opidide, amplamente utilizado na
clinica. Desde essa época, as atividades farmacolégicas foram se especializando
cada vez mais e as plantas se tornaram importantes fontes de novas estruturas
quimicas a serem usadas pela industria farmacéutica (CORDELL, 2000; REIS et
al, 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da

populacdo mundial, principalmente dos paises em desenvolvimento, utilizam



algum tipo de vegetal na ateng¢ao primaria a saude (MARTINS, 2000), sendo que
destes, 30% séao por indicagdo médica. Também se constatou que em torno de
25% das prescri¢gdes aviadas nas farmacias dos Estados Unidos, continham ao
menos um ingrediente ativo derivado de planta (TRENTINI e YAMADA, 2001). O
restante da populagado de todo mundo (cerca de 20%), habita principalmente os
paises desenvolvidos e, sao responsaveis pelo consumo de 85% dos
medicamentos industrializados disponiveis no mercado. No Brasil, 20% da
populagdo consome 63% dos medicamentos disponiveis e o restante da
populagdo encontra nos produtos de origem natural, especialmente nas plantas
medicinais, a unica fonte de recurso terapéutico (DI STASI, 1996).

O uso de plantas no tratamento de doencas no 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 patrimbnio pela experimentacdo sistematica e
constante” (ELISABETSKY, 1997). A ciéncia procura aproveitar essas praticas por
meio de levantamentos das informacgdes obtidas tanto pela etnobotanica, como
pela etnofarmacologia. Entretanto, as plantas utilizadas sé passam a ter um valor
agregado e podem ser consideradas como plantas medicinais apos a realizagéo
de pesquisas que validem o seu uso popular, pela demonstracao cientifica da sua
eficacia e a determinacéo da sua segurancga (toxicidade toleravel).

De acordo com a OMS, o consumo de plantas medicinais € especialmente
elevado em alguns paises. Na China, do total de medicamentos consumidos,

cerca de 30-50% € de origem vegetal. Na Europa e América do Norte, 50% da



populacao ja fez uso de fitoterapicos. Na Alemanha, 90% das formulagbes
farmacéuticas contém algum componente de origem vegetal (WHO, 2003).

Muitos dos farmacos utilizados atualmente na terapéutica sao oriundos de
compostos obtidos de plantas medicinais. Dentre eles podem ser citados: (i) acido
acetilsalicilico que foi sintetizado por Kolbe em 1897, a partir da salicina,
substanca ativa da Salix alba L (salgueiro), ainda hoje utilizada como analgésico,
antipirético e antiinflamatério (ESPERIDIAO et al., 1998); (ii) a morfina, um dos
analgésicos opidides mais potentes, isolado da Papaver somniferum por Seturner
em 1803; (iii) a cocaina isolada da Erytroxylon coca, utilizada no passado como
anestésico local e que continua tendo seu potencial terapéutico avaliado na
atualidade, apesar de seu uso como droga de abuso (FERREIRA et al.,2001); e
(iv) a tubocurarina, isolada da Chondodendron tomentosum, usada como
bloqueador neuromuscular (VIEGAS JR. et al., 2006). Todas essas e outras
descobertas permitiram a terapéutica atual, o conhecimento dos anestésicos
locais, bloqueadores neuromusculares, e dos anticolinesterasicos, dentre outras
categorias terapéuticas (SIMOES, 2001).

A Fitoterapia € uma forma de terapia medicinal em notavel crescimento,
cujo mercado mundial movimenta cerca de 22 bilhdes de ddlares, do qual o Brasil
participa com cerca de 23% (YUNES et al,, 2001). Os fitoterapicos tém sido o
suporte da industria farmacéutica nacional de pequeno e médio porte, com um
crescimento do mercado de aproximadamente 15% ao ano (REIS et al, 2003).

Considerando a perspectiva de obtencado de novos farmacos, dois aspectos
distinguem os produtos de origem natural dos sintéticos: a diversidade molecular
e a fungao bioldgica. A diversidade molecular dos produtos naturais bioativos é

muito superior aquela derivada dos processos de sintese. Além disso, como



produtos de organismos vivos, possuem similaridades com o metabolismo dos
mamiferos, os produtos naturais muitas vezes exibem propriedades adicionais
aquelas a eles associadas (NISBET & MOORE, 1997).

Segundo CALIXTO (2001), o uso de produtos naturais como ponto de
partida para o desenvolvimento de novos medicamentos oferece as seguintes
vantagens: 1) existéncia de uma grande quantidade de estruturas quimicas; 2)
muitas classes de estruturas homoélogas; 3) existéncia de estruturas quimicas bi e
tridimencionais; 4) possibilidade de utilizagdo como banco de moléculas para
screenings de alta capacidade; 5) economia e 6) fonte de novas moléculas para
alvos moleculares complexos.

A imensa biodiversidade da flora brasileira, abrangendo cerca de 25% das
espécies vegetais encontradas no mundo, faz do Brasil uma fonte em potencial de
plantas medicinais e exoéticas, criando um campo comercial a ser explorado
(MALUENDAS e PEITZ, 2004).

Nos ultimos anos o interesse por terapias naturais tem crescido
espantosamente, tanto em paises considerados de terceiro mundo como em
paises desenvolvidos. Porém, ha uma falsa idéia de que farmacos oriundos de
plantas nao apresentam efeitos téxicos ou colaterais e, portanto sao
extremamente seguros. Atualmente sabe-se que as plantas tém centenas de
metabdlitos secundarios e alguns deles tém toxicidade elevada. Dentre esses
temos muitas drogas antineoplasicas, os digitalicos, a efedrina, os ésteres de
forbol, a estricnina, os curares e os heterosidios cianogénicos. Um dos maiores
problemas para se detectar a toxicidade em humanos € o numero reduzido de
relatos das ocorréncias e a associacado causa/efeito; isso faz com que os efeitos

téxicos dos produtos naturais sejam aparentemente menores em relagdo aos dos



alopaticos (D’ARCY, 1993; DREW & MYERS, 1997; BAGHERI et al., 1998;
CALIXTO, 2000). Portanto, a validagdo das plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros ndo pode ser feita somente com base no
conhecimento e usos populares. Por isso, a autorizagao oficial do uso de plantas
medicinais como medicamento precisa ser fundamentada em dados
experimentais (estudos farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolégicos, pré-
clinicos e clinicos), que demonstrem que os beneficios obtidos a partir do uso de
drogas de origem vegetal sdo superiores aos riscos que eles oferecem aqueles
que os utilizam (BRASIL, 1995).

No departamento de Farmacologia da UFPR, o grupo de pesquisa
“Farmacologia e Toxicologia Pré-Clinica de Produtos Naturais”, desenvolve
estudos com o objetivo de validar plantas medicinais utilizadas popularmente com
base em informagdes etnofarmacologicas e etnobotanicas, através da
demonstracdo de sua eficacia e seguranca, buscando desenvolver produtos
alternativos nacionais que tenham qualidade e que possam beneficiar a
populacéo.

Uma das plantas que vem sendo estudada pelo grupo desde o ano 2002 é
a Espinheira Santa. Ja foi demonstrada a capacidade protetora gastrica do seu
extrato bruto (SOUZA-FORMIGONI, 1991) e de varias fragdes, como a fragdo do
sobrenadante etandlico da extragdo aquosa (SEEA) obtida da M. ilicifolia
(FREITAS et al., 2005; CIPRIANI et al., 2006; BAGGIO et al., 2007a e 2007b).
Também ja foi descrito algumas das vias envolvidas no mecanismo de agao desta
atividade protetora gastrica (agdo em receptores H2, citoprotegcao gastrica, NO e
inibicdo da bomba H-K-ATPase. Ha estudos sugerindo que fragdes semi-

purificadas da M. ilicifolia sdo capazes de inibir a motilidade e a secrecéo acida



gastrica (FREITAS et al., 2005; BAGGIO et al., 2007b). Como um dos efeitos que
pode estar envolvido no mecanismo de agédo da atividade protetora gastrica é a
sua agao na circulagao sanguinea gastrica, foi estudado a agao das fragdes semi-
purificadas da Espinheira santa na reatividade vascular. Estudos in vitro
demonstraram uma acdo vasorrelaxante das fracbes da M. ilicifolia em aorta
isolada de rato. Como os estudos in vitro mostraram efeitos especificos
vasorrelaxante, estes resultados obtidos sugeriam a existéncia de um efeito
hipotensor da fragdo sobrenadante etandlico da extragdo aquosa (SEEA) obtida a
partir da M. ilicifolia. O resultados sugerem que esse efeito ocorre por estimulagao
da via L-arginina - 6xido nitrico, em aorta isolada de rato. Em testes posteriores
com as fracdes obtidas a partir do SEEA observou-se a existéncia de efeitos
vasorrelaxantes em concentragcbes muito menores sugerindo proximidade do
isolamento do composto, o qual indicou ser uma catequina (RATTMANN et al.,
2006). Como a hipertensao esta entre as enfermidades que mais acometem a
humanidade (KU, 2006), buscamos, dar continuidade a estas pesquisas

estudando a presenca do efeito hipotensor dessas fragdes in vivo.

1.1 Hipertensao arterial: dados epidemiolégicos, tratamento e

importancia da descoberta de novas opg¢oes terapéuticas.

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de
morbidade e mortalidade em muitos paises do mundo (YUSUF et al., 2001). Um
dos principais fatores de risco para as doencgas cardiovasculares é a hipertensao
arterial elevada (CARRETERO et al., 2000). A hipertensdo é 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 (fisiolégicos e
psicolégicos) como dieta, atividade fisica, obesidade e tabagismo (CRACKOWER,
et al., 2002; KAKAR, et al., 2006). De acordo com KU (2006) a idéia mais aceita &
que a hipertensao € causada por uma interagcado entre fatores génicos, multiplos
fatores pressores patogénicos e um desequilibrio de fatores depressores
fisiologicos.

A pressao arterial é definida como a forga que o sangue bombeado pelo
coragao exerce contra as paredes dos vasos. Em seres humanos, a pressao
sanguinea 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 entre 120 e 80 mmHg, geralmente préximo 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 sangiinea normal (hemorragias) (GUYTON, 1991).
Porém, o organismo possui mecanismos de controle da pressao arterial que
conseguem promover uma resposta adequada frente as ocasides que a alteram.

De acordo com GUYTON (1991) os mecanismos de controle da pressao
sanguinea podem ser classificados de acordo com o tempo necessario para
produzir uma ac¢ao. Uma resposta rapida (podendo reagir em segundos) é feita
pelos: i) barorreceptores que respondem a alteragdes estruturais nas paredes dos
vasos sanguineos (distensdo ou constricdo). Consistem na primeira linha de
defesa a hipertensédo ou hipotensédo aguda; ii) quimiorreceptores cuja a ativagao
ocorre devido as concentracbes elevadas de didxido de carbono (CO;) e as

baixas concentragbes de oxigénio (O2) no sangue, assim um sinal é enviado aos



centros cerebrais de controle da pressao sanguinea, causando a reducdo da
mesma,;.iii) sistema nervoso central, ocorre principalmente em situagdes especiais
como a isquemia. O controle dos niveis pressoricos que ocorre em horas ou dias
€ feito pelos rins. Quando ha uma alteracdo da presséo arterial ocorre um
aumento ou reducdo no balanco entre os fluidos que entram e saem, modificando
as concentracdes dos liquidos e eletrdlitos corporais para tentar restabelecer os
niveis pressoricos normais. Dentre os mecanismos intermediarios destaca-se o
sistema renina-angiotensina, que tem fungdo vasoconstritora ativada quando a
baixa pressao sanglinea faz com que o fluxo de sangue para os rins caia abaixo
do normal (GUYTON, 1991; OPIE, 1998; CRACKOWER et al., 2002). Outros
sistemas hormonais participam do controle da pressdo sanglinea como o
horménio antidiurético (ADH) ou vasopressina e a aldosterona. O ADH esta
envolvido em varios processos fisioldgicos, inclusive regulagdo dos fluidos
corporais, do tdnus vascular e da contratilidade cardiovascular. Sua ativacao
ocorre com o aumento da osmolaridade plasmatica e redugdo da pressao
intravascular (LEE et al., 2003). Alguns mediadores peptidicos constituem
sistemas importantes no auxilio ao controle da pressao arterial. Dentre eles
destacamos o peptidio natriurético atrial (PNA) e a endotelina (OPIE, 1998). Além
dos sistemas descritos, a pressao arterial pode ter influéncia do controle local
desempenhado pelas camadas de células endoteliais (SCHIFFRIN, 2001).
Entretanto, quando esses mecanismos fisiolégicos de controle da pressao
arterial ndo sao eficientes em controlar os niveis pressoéricos ocorrem os casos de
hipertensdo. Nessas situagdes a intervengao terapéutica para o tratamento da
hipertenséo se faz necessaria para garantir a sobrevivéncia e a qualidade de vida

do paciente (MAR et al., 2001). Atualmente, o mais comum é a associagao de



duas ou mais drogas para o sucesso do tratamento e, uma das combinagdes mais
usadas € a associagao de diuréticos e/ou beta-bloqueadores (JOHANNESSON et
al.,1995). Porém, segundo recomendagdes do Comité Nacional de Descoberta,
Avaliacdo e Tratamento da Hipertensao, em seu sexto relatério, o ideal é fazer a
individualizagdo da droga, ou seja, um tratamento de acordo com as
caracteristicas de cada paciente.

Em relagado a epidemiologia mundial da hipertensao arterial, a SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA (2005) descreve uma das caracteristicas mais
marcantes desta doenca que é chamada “Regra das metades”, uma expressao
que significa que apenas a metade da populacdo que sofre de hipertensdo tem
ciéncia disto; destes, apenas a metade segue algum tratamento; e, destes,
apenas a metade consegue controlar o problema. Entretanto, um estudo realizado
pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (ouviu 2500 pessoas em 77 cidades)
revelou que o Brasil € um pais de hipertensos, que ndo obedece a regra das
metades. Dos individuos que conhecem seu estado hipertensivo, 48,15 nao
procuram tratamento, confirmando a regra das metades. Ainda de acordo com
essa regra, 50% dos pacientes em tratamento ndo conseguem manter a presséo
arterial em niveis considerados seguros, porém no Brasil esse indice sobe para
alarmantes 93,5%. Esse fato é atribuido, principalmente, a falta de informacgdes
de médicos e pacientes. Acredita-se que ao chegarem a uma média estabelecida,
com o uso de medicamentos, ambos tendem a negligenciar o controle
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2005).

A hipertensao arterial € uma das principais causas de doencas
cardiovasculares, como infarto, insuficiéncia cardiaca e acidentes vasculares

cerebrais. E um dos fatores de risco cardiovascular mais preocupante porque, em
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80% dos casos, ndo apresenta sintomas. Estima-se que entre 20% e 25% da
populagao brasileira com mais de 20 anos seja hipertensa. Segundo a Sociedade
Brasileira de Cardiologia/Funcor, além do tratamento medicamentoso, é
necessario mudar o estilo de vida (reduzir a ingesta de sal e praticar exercicios
fisicos). Em termos numéricos, 0 medicamento reduz a pressao arterial em média
10 mmHg, mas quando associado a mudang¢a nos habitos, a agdo do farmaco é
potencializada e passa a reduzir aproximadamente 16 mmHg (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2005).

Atualmente os medicamentos existentes no mercado foram produzidos
com base nos conhecimentos desses mecanismos de controle da pressao
arterial. De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo em sua V
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (2006) normalmente o tratamento
farmacoldgico se inicia com a monoterapia feita com diuréticos, p-bloqueadores,
inibidores da ECA (Enzima conversora de angiotensina), bloqueadores dos canais
de calcio ou bloqueadores do receptores AT1. Quando esse tratamento ndo é
eficaz é necessario fazer uso de associacées medicamentosas. Dentre essas as
mais comuns sao: i) B-bloqueador + diurético; ii) inibidor adrenérgico + diurético;
iii) inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA) + diurético; iv)
bloqueador dos receptores AT¢ + diurético; v) bloqueador dos canais de calcio +
diurético; vi) bloqueador dos canais de calcio + inibidor da ECA.

Um dos grandes problemas para alcangar o sucesso do controle dos niveis
pressoricos durante periodos longos esta na adesao insuficiente do paciente ao
tratamento. Esta adesdo pode ser aumentada significativamente se forem
ofertados produtos de origem vegetal, uma vez que estes conseguem reunir um

enorme grupo de simpatizantes que acreditam na ac¢ao benéfica das plantas e na
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menor ocorréncia de efeitos colaterais. Isso pode ser benéfico para o tratamento
dos pacientes e para a redugdao da morbidade/mortalidade. Além disto, a
descoberta de novas substancias com acao inédita a partir de produtos naturais
pode aumentar a probabilidade quimiocombinatdria, beneficiando maior niumero
de pacientes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2005).

Neste contexto, torna-se necessario investir em novos estudos para
identificar substancias eficazes que possam oferecer novas agdes terapéuticas
contra as doencgas cardiovasculares e a hipertensao arterial. Enfermidades cuja
etiologia é descrita como multifatorial (JACOB, 1999), entretanto em boa parte

dos casos envolvem uma alteragao vascular.

1.2.1 Endotélio vascular e o controle do ténus vascular

A parede vascular € constituida de trés camadas: a camada intima, a
camada média e a camada adventicia. A camada intima consiste em uma unica
camada de células delgadas, altamente ativas no controle da circulagdo. Elas
produzem varios compostos vasoativos como o fator relaxante derivado do
endotélio, a endotelina (vasoconstritor), a angiotensina |, prostaglandinas (PGs),
mais especificamente a prostaciclina (PGl;), e o tromboxano A; (TXAz -
vasoconstritor). A camada média € composta principalmente de células
musculares lisas, que com a estimulacdo apropriada contraem ou relaxam
alterando o didmetro da artéria, e pela matriz que une as células musculares
mantendo a orientagao correta da parede do vaso. A camada adventicia, que é a

mais externa, é constituida de fibroblastos, colageno e células. Nela também se
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encontram os vasos linfaticos e nervos autbnomos que controlam o ténus
arteriolar (OPIE, 1998).

O endotélio produz uma variedade de substancias que desempenham um
papel importante na regulagao da circulagdo sanglinea e homeostase vascular.
Sao eles os vasoconstritores endotelina, tromboxano A2 e a angiotensina Il, e os
vasodilatadores prostaciclina (PGly), o Fator Hiperpolarizante Derivado do
Endotélio (EDHF) e o Oxido Nitrico (NO) (FURCHGOTT & ZAWADZK, 1980).

Através destes mediadores, o endotélio exerce sua influéncia no fluxo
sanguineo e ainda sobre as células circulantes, como os leucdcitos, as plaquetas
e ainda sobre substancias envolvidas na coagulagdo sanglinea. Todos estes
efeitos contribuem para a modulacdo do tbnus vascular na hipertensdo e
participam no desenvolvimento de complicacdes aterotromboticas associadas as

doencgas cardiovasculares (SCHIFFRIN, 2001).

1.2.1.1 A participagao do 6xido nitrico no controle da pressao arterial

O oxido nitrico (NO) € uma das substancias biolégicas mais amplamente
estudadas (GAMBOA, et al., 2007). Esta envolvido em uma série de atividades
fisiologicas. No sistema nervoso central atua como neurotransmissor; na perifieria
existe uma rede de nervos conhecidos como n&o-adrenérgicos e nao-colinérgicos
que operam por mecanismos dependentes de NO; regula fungbes do sistema
genitourinario, gastrointestinal e respiratério; participa da regulagcdo da
contratilidade cardiaca (MONCADA, et al., 1993).

O NO também inibe a agregacado plaquetaria através de um mecanismo

dependente de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e de sinergismo com a
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prostaciclina (PGl,;), que inibe a agregacdo de plaquetas por aumentar a
concentragdo de monofosfato ciclico de adenina (CAMP). Além disso, as
plaguetas levam a geracdo de NO que atua como um mecanismo de feedback
negativo para inibir a ativagdo plaquetaria (RADOMSKI, et al., 1991; SINZINGER
et al., 1992). PENNA, et al., (2003) sugere que o NO atua na prevencédo da
formacéao de placas ateroscleréticas.

O NO ¢é produzido em grandes quantidades durante as reacgdes
imunoldgicas. Tem propriedades citotoxicas e é produzido por macréfagos
ativados, entao de acordo com MONCADA, et al., (1993) é provavel que tenha um
papel na imunidade nao especifica. Pode estar ainda, envolvido na inibicdo da
ativacdo de leucécitos (KUBBES, et al., 1991). Além disso, o NO inibe a
proliferacdo de células do musculo liso (GARG, et al., 1989). De acordo com
MONCADA e colaboradores (1993), o NO participa do controle da homeostase da
vasculatura.

O NO é produzido a partir da L-arginina pela enzima éxido nitrico sintase
(NOS). Atualmente existem trés isoformas de NOS: a NOS induzida (iNOS)
produzida principalmente pelos macrofagos; a NOS neuronal (nNOS) e a NOS
endotelial (eNOS), ambas produzidas constitutivamente (GAMBOA, et al., 2007).

Nas células endoteliais a producao de NO ocorre em resposta ao aumento
da concentracao citoplasmatica do calcio (OPIE, 1998). Este processo € iniciado
com a ligacdo de um agonista ao seu receptor especifico (receptor do tipo
acoplado a proteina G) que ativa uma fosfolipase C (PLC) a qual hidrolisa os
fosfolipidios de membrana (fosofatidil-inositol-bifosfato — PIP,) e os converte em
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (GRIFFITH et al., 1984). O IP;

promove a liberagao do calcio dos estoques intracelulares e este forma complexo



14

com a calmodulina (MONCADA et al., 1989). Este complexo ativa a enzima éxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) que converte a L-arginina em NO (OPIE, 1998).

O NO, por ser um gas, consegue se difundir para as células da camada
muscular lisa, onde se liga a um grupamento heme de ferro da enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs) e, assim a estimula a convergdo (WALDMANN, et al., 1988;
STONE et al., 1995) GTP em GMPc que pode causar uma vasodilatagao
periférica (OPIE;1998). Além disso, o GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) a
qual induz a uma hiperpolarizacdo da membrana e fechamento dos canais de
célcio ligados a voltagem, dessa forma inibe a mobilizag&o intracelular de calcio
(RASTALDO, et al., 2007). A PKG também ativa a miosina fosfatase,
promovendo o relaxamento vascular (TANG, et al., 2003).

De acordo com FEELISCH (1991), alguns compostos como a nitroglicerina
e O nitroprussiato de sddio, conseguem mimetizar a agdo do NO enddgeno,
porém por serem doadores de NO, ndo necessitam da enzima (NOS) para
desencadear sua acao.

NAKAYA e colaboradores (2007) sugerem que alguns compostos
fitoquimicos, como o ginsenosideo (composto do ginseng) provocam o aumento
na producao de NO e este ativa os canais de potassio como por exemplo canais
de potassio sensiveis ao ATP (Katp) € canais de potassio ativados por calcio

(Kca)-

1.2.1.2 Participagio dos canais de Potassio (K’) no controle da pressio

arterial

O potassio (K') € o ion intracelular mais abundante. O gradiente

transmembrana de Na* e K" é mantido gragas a um sistema de transporte ativo
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conhecido como bomba de Na*-K*-ATPase. Este gradiente prové energia para
varias funcdes celulares essenciais como controle de potencial de membrana,
manutencdo da célula e pH. Esta presente em todas as células animais como por
exemplo células dos vasos sanguineos (endoteliais, musculares lisas e dos
nervos adrenérgicos) bem como dos tecidos que os cercam (musculo do
miocardio, musculo esquelético e cérebro) (HADDY et al., 2006).

Os canais de K ajudam a determinar o potencial de membrana e a regular
o volume celular. As células mantém uma concentragao intracelular elevada de
K*, quando comparada a concentracdo do meio extracelular. A abertura dos
canais de K* induz uma alteragéo no potencial de membrana para valores mais
negativos causando hiperpolarizagdo. Essa mudanga tem papel fundamental em
muitos eventos de sinalizagao celular, inclusive a regulagao do ténus do musculo
liso e fluxo sanguineo (SHIEH et al., 2000). O bloqueio desses canais leva a
despolarizacao da membrana e, a ativagcao dos mesmos causa hiperpolarizacéo e
reducdo da forga de contragdo dos vasos sanguineos. Isso ocorre, em parte,
devido a diminuigdo da concentragdo de calcio intracelular (OKADA et al., 1993;
BRAYDEN, 1996).

Com a conclusdo do mapeamento do genoma humano foi possivel uma re-
avaliagao acerca da classificagdo dos canais de potassio e o desenvolvimento de
uma nomenclatura uniforme e racional para todos os canais de potassio. Dessa
forma os canais de potassio sédo classificados em quatro principais subgrupos:
voltagem dependentes (K,), canais ativados por célcio (Kca), dominio de dois
poros (K2,) e canais de potassio de influxo retificante (Kir), todos amplamente
distribuidos pelo organismo, podendo ser encontrados em estruturas como

cérebro, coragao, rins, pulmdes e musculos (SHIEH et al., 2000 ; KOROVKINA et
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al, 2002; GUTMAN, 2003). Os canais de potassio ativados por calcio podem ainda
ser divididos em de alta condutancia, de condutancia intermediaria e de baixa
condutancia (SHIEH et al., 2000)

Dados revelam a presenca de varios tipos de canais de potassio
identificados no musculo liso vascular e endotélio. Os mais abundantes incluem
os canais de potassio ativados por calcio de alta condutdncia e os canais de
potassio ligados a voltagem. Também estdo presentes os canais de potassio
ativados por calcio de intermediaria e de baixa condutancia, Katp, € 0s Kigr. Essa
variedade de canais de potassio que participam do relaxamento vascular reflete a
multiplicidade e a complexidade do mecanismo envolvido na regulagdo do ténus
vascular (BRAYDEN, 1996; VERGARA et al., 1998; NEYLON et al., 1999).

Segundo NAKAYA e colaboradores (2007) os canais Katp, juntamente com
os canais K¢y sdo de suma importancia pois sao abundantes nas membranas
celulares e controlam efetivamente o potencial de membrana e por conseguinte o
tébnus vascular. De Acordo com BRAYDEN (1996) os canais de potassio sao
proteinas efetoras importantes que tem multiplas fungbes no musculo liso
vascular como remodelamento da vasculatura, regulagdo da migracao de células
do musculo liso, proliferacdo e apoptose.

Em 1996, WONDERLIN e STROBL publicaram uma revisao exaustiva, que
se tornou uma referéncia classica, onde sugerem que o0s canais de potassio
participam da proliferacdo de uma série de células como linfécitos, células de
Schwann, melanoma, carcinoma, neuroblastoma, células pequenas de cancer de
pulmédo e de bexiga. Desde entdo, muitas pesquisas tém comprovado que os
canais de potassio participam do processo de proliferagdo de muitas outras

células, inclusive células endoteliais e células musculares lisas (NEYLON, et al.,
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2002). WONDERLIN et al., (1996), FRASER et al., (2002) e SCHLICHTER et al.,
(2002) sugerem que as células precisam dos canais de potassio para prosseguir
seu ciclo, mais especificamente, para iniciar a fase G4, € necessaria a ativacao
desses canais.

A apoptose € uma acgao fisiolégica que pode ser ativada por sinais internos
ou externos. Algumas deficiéncias organicas no processo apoptético podem
desencadear patologias como céancer, aterosclerose e doengas vasculares
pulmonares (RABINOVITCH, 1998; HAUNSTETTER, et al., 1998; DURMOWICZ,
et al., 1999). Sendo assim a apoptose constitui um processo fisiolégico
importante. De acordo com KRICK e colaboradores (2002), o NO induz apoptose
celular por ativar canais de potassio nas células do musculo liso vascular
pulmonar. O NO pode ser usado com fins terapéuticos para tratar hipertensao
pulmonar pois seu mecanismo envolve vasodilatagcdo, devido a hiperpolarizacao
da membrana pela ativagao dos canais de potassio e inibicdo do remodelamento
vascular devido a apoptose.

Como ja mencionado o NO causa o relaxamento do musculo liso vascular.
Esse vasorrelaxamento pode ocorrer através de varias vias, uma delas € através
da ativagcdo dos canais de potassio. Evidéncias indicam que os K¢, sdo os
primeiros canais envolvidos, mas a ativacdo dos Karp pelo NO pode ter papel
importante (MURPHY et al., 1995). De acordo com BRAYDEN (2002), a via
celular de sinalizagdo provavelmente envolve GMP, que ativa uma proteina
quinase G (PKG), mas que pode também fazer uma ativagéo cruzada da proteina
quinase A (PKA) como um possivel mecanismo de ativagdo dos canais Karp. O
NO, ao ativar a guanilato ciclase soluvel, pode influenciar varios processos

celulares inclusive a ativacao dos canais de potassio através da proteina quinase
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dependente do GMPc (LINCON, et al., 1991, LINCON et al., 1993; ROBERTSON,
et al., 1993; TANIGUCH], et al., 1993).

BOLOTINA e colaboradores (1994), sugerem a ativagao de canais Kc, pelo
No e EDHF de forma independente da via GMPc. Conforme JACKSON et al.,
(1993) e MURPHY et al (1995), as prostaciclinas também contribuem para o
relaxamento do musculo liso vascular e essa acao pode ser por ativagao dos

canais Katp.

1.3 Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek € um arbusto perene, pertencente a
familia Celastraceae, de crescimento lento que pode atingir cinco metros de
altura. Apresenta folhas inteiras e simples, com filotaxia alternada e que

apresentam dentes espinhosos nas bordas (DUARTE e DEBUR, 2005) (Ver figura

1).
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Figura 1: Exemplar da Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae). Em

destaque suas folhas, flores, frutos e sementes. Foto: Sénia M. Vela, Curitiba- PR., 2004.
A M. llicifolia ocorre no Paraguai, Uruguai, norte da Argentina e sul do
Brasil (SCHULTES, et al., 1990; BRUNETON, 1995; CORDEIRO, 2006), é

conhecida popularmente como espinheira-santa, cancerosa, cangorosa, maiteno

e espinheira divina (CORDEIRO, 2006).
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Na medicina popular brasileira, € usada principalmente para o tratamento
de Ulceras, indigestdo, gastrites crénicas e dispepsias (BALBACH, 1980; CRUZ,
1982; BORN, 2000; FREITAS et al., 2005; CIPRIANI et al., 2006; BAGGIO et al.,
2007a e 2007b). Em 1991, SOUZA-FORMIGONI e colaboradores evidenciaram a
acao protetora gastrica, em ratos, do cha da M. ilicifolia, preparado a partir de
folhas secas ou frescas, quando administrados por via oral ou intraperitoneal. Tal
protecado foi comparada a agdo da cimetidina, um protetor gastrico conhecido.
CIPRIANI e colaboradores (2006) descreveram a acao antiulcerogénica de um
polissacarideo presente no cha (infusdo) das folhas da M. ilicifolia. Esse mesmo
grupo de pesquisadores confirmou que flavondides da M. ilicifolia tem acgéo
protetora sobre a mucosa gastrica de roedores através da inibicdo da atividade da
Hidrogénio Potassio ATPase (H'-K*-ATPase) e da formacdo de NO (BAGGIO et
al., 2007a).

O cha das folhas da M. ilicifolia também é aplicado topicamente em feridas
e erupgoes cutaneas e anticancerigeno (MARTINEZ-CROVETTO, 1987; SOUZA-
FORMIGONI et al., 1991; TAYLOR, 1996). A infusdo das folhas é utilizada como
contraceptivo, abortivo e emenagogo, principalmente, entre as populagdes rurais
e indigenas (ARENAS et al., 1977; MARTINEZ-CROVETTO, 1987). Dentre outras
atividades biologicas atribuidas a M. ilicifolia também s&o descritas atividades
citotoxica (SHIRODA et al., 1994), antioxidante (MELO et al., 2001),
antimutagenica (HORN et al., 2003), atividade antiulcerogénica (JORGE et al.,
2004; CIPRIANI et al., 2006; BAGGIO et al., 2007), antioxidante (VELLOSA et al.,
2006), vasorrelaxante (RATTMANN et al., 2006) e antinflamatéria (JORGE et al.,

2004).
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Estudos fitoquimicos revelaram a presengca de muitos constituintes
quimicos na M. ilicifolia, como flavondides glicosideos (LEITE et al., 2001),
triterpendides (PEREIRA et al., 1991; CORDEIRO et. al., 1999), taninos (SOUZA-
FORMIGONI et al., 1991) e polissacarideos como a arabinogalactana (CIPRIANI
et al.,, 2006) . Os triterpendides e a arabinogalactana foram sugeridos como
importantes para o efeito anti-ulcerogéncio da M. ilicifolia (CORDEIRO et al.,
1999; CIPRIANI et al., 2006). Os flavondides tém sido relacionados com uma
reducdo na morte por doengas que atingem as artérias coronarias (HERTOG et
al., 1993; KNEKT et al.,, 1991). 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).
Dentre os flavondides, encontrados na M. ilicifolia constatou-se a presenca de
catequina e epicatequina (SOARES DE MOURA et al., 2002; RATTMANN et al.,
2006; BAGGIO et al., 2007).

Neste trabalho, investigamos os efeitos (in vivo), na presséo arterial de
ratos, das fracbes do sobrenadante etandlico da extragdo aquosa da Maytenus
ilicifolia (SEEA) rica em catequina, que apresentou efeitos vasorrelaxantes em
estudos in vitro (aorta isolada de rato RATTMANN et al., 2006, CIPRIANI et al.,

2006).
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Il OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral
Investigar a acado hipotensora das fragdes semi-purificadas da Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastracea) e identificar as vias envolvidas no

mecanismo de agao in vivo.

2.2 - Objetivos especificos

e Verificar agdo hipotensora das fragbes (SEI, SEEA, FAQ e FAE) semi-

purificadas da M. ilicifolia.

¢ Identificar as doses destas fracbes semi-purificadas da M.ilicifolia capazes

de promoverem efeito hipotensor em ratos normotensos.

e Avaliar a acao hipotensora das fragcbes da M. ilicifolia na presenga da

fenilefrina (agonista ay).

e Investigar o envolvimento da transmissdo vagal na reducdo dos niveis

pressoricos provocados pelas fracdes da M. ilicifolia Mart. ex Reissek.

e Avaliar a participacao de receptores muscarinicos na hipotenséo produzida

pelas fragcdes semi-purificadas da M. ilicifolia.
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Investigar a participagdo dos receptores [-adrenérgicos na acgao

hipotensora das fragdes da M. ilicifolia.

Avaliar o envolvimento da via Oxido nitrico/guanilato ciclase na acgao

hipotensora das fragdes da M. ilicifolia.

Determinar o envolvimento dos canais de K na acdo hipotensora das

fracdes da M. ilicifolia.
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Il MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

As folhas da M. ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae) foram coletadas
em Campo Magro - PR e fornecidas pela Central de Produ¢cdo e Comercializagéo
de Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares do Parana Ltda. O material
foi identificado pelo Professor Olavo Guimaraes, do Departamento de Boténica da
Universidade Federal do Parana e exemplares da mesma espécie estao

depositados no herbario do mesmo departamento sob numeros 30842 e 43795.

3.2 Fragoes semi-purificadas da M. ilicifolia Mart. ex Reissek

As fragdes obtidas a partir da M. ilicifolia, que estdo sendo utilizadas neste
estudo foram fornecidas pelo Laboratério de Quimica de Carboidratos do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. Sua obtencéao
integrou o trabalho de dissertagdo de mestrado — Extragdo, purificacédo e
caracterizagdo estrutural de polissacarideos da M. ilicifolia (CIPRIANI et al.,
2003). Portanto, os métodos de extragao foram orientados principalmente para a
obtencdo de polissacarideos, ndo excluindo a obtencdo de outros metabdlitos

vegetais farmacologicamente ativos.
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3.3 Obtencao das fragées semi-purificadas da M. ilicifolia

A obtencao das fragdes utilizadas nesse estudo obedeceu aos seguintes
passos:

1) Folhas secas e moidas (332 g) foram submetidas ao processo de
extracao por infusdo com 3,3 L de agua fervente. A extracao foi realizada até que
0 meio de extracao atingisse temperatura ambiente (~ 6h). O residuo foi separado
por filtracdo e o extrato tratado com etanol 3 volumes para a precipitacdo das
proteinas e polissacarideos (SEl — sobrenadante etandlico da infusado, fragao
soluvel em etanol é rica em metabdlitos secundarios);

2) o residuo da infusao (269 g) foi deslipidificado com Cloroférmio :metanol
(CHCI3-MeOH) (2:1 v/v; 1 L), a 60 °C por 2 h (3 x). O residuo deslipidificado foi
extraido com agua (1L) sob refluxo por 3 h (3x). O extrato aquoso obtido foi
tratado com etanol 3 volumes para promover a precipitacdo de proteinas e
polissacarideos (SEEA — sobrenadante etandlico da extragdo aquosa € rico em
metabdlitos secundarios).

3) o SEEA foi solubilizado em agua :metanol (H,O:MeOH) (2:1 v/v — 60 mL)
e particionado com acetato de etila (30 mL, 3 x cada).

Os passos das fragdes obtidas estdo esquematizadas na figura 2.



Folhas secas e maoidas da M. ilicifolia (332 )

Infus&o com 3,3 litros de agua - 6 hs

Extrato (61 g)

ETOH 3 volumes

SEI(57 g)

FPT etandlico (4 q)

Residuo (269 g)
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CHCI3-MeOH (2:1) - 1 litro

a BO%C por 2hs (3x)

Residuo (225 q)

Extrato (42 q)

Extrato

Fesiduo

ETOH 3 wolumes (3x)

SEEA (11.30)

PPT etandlico (4,50

Agua-MeCH (2:1) 3x

FAE (1,728g)

FAQ (6.1g)

Agua sob reflio (100°C) - 1 litro - 3 hs (3x)

Figura 2: Fluxograma do processo de obtencao das fragées da Maytenus ilicifolia.

SEI — Sobrenadante etandlico da infusdo; SEEA — Sobrenadante etandlico da extracao

aquosa ; Fragao acetato de etila (FAE) ; Fracdo aquosa (FAQ). Fonte: CIPRIANI, et al,

2003.

3.4

Drogas e sais

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as

seguintes drogas e sais: cloreto de sédio (NaCl), acetilcolina (ambos da Merck;

Alemanha); fenilefrina, N-“-Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME), Nitroglicerina,

atropina, 4-aminopiridina (4-AP), glibenclamina, tetraetilamdénio (TEA), azul de
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metileno, isoproterenol (todos da Sigma Chemical, EUA); propranolol (DEG
Importacao de produtos quimicos LTDA) ; xilazina e cetamina (Bayer).

As diluigdes das drogas, a partir das solugdes estoques, foram preparadas
com salina (0,9%). A glibenclamida foi preparada em solugcédo de dimetilsulféxido

(DMSO).

3.5 Animais

Foram utilizados ratos Ratus norvegicus, variedade Wistar albinos, com idade
entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Até a realizagdo dos experimentos, os
animais tiveram livre acesso a ragéo e agua. A temperatura ambiente foi mantida
em 22 + 2° C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Aproximadamente 2-3 horas
antes da realizacdo dos experimentos, os animais foram transportados até o
laboratério (mantidos sob condigdes controladas) para que passem por um
periodo de ambientagcdo e sua pressao arterial média ndo sofra alteragcdes em
virtude da mudanga de local. A metodologia experimental descrita neste estudo
vem sendo muito utilizada em estudos acerca da fisiopatologia da hipertenséao.
Todos os protocolos, foram aprovados pelo Comité de ética em experimentacao

animal da UFPR sob nimero 211.
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3.6 Procedimento para o registro direto da pressao arterial em ratos

anestesiados.

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg), administrada pela via intramuscular e suplementada a intervalos de 45-60
minutos. Apos a fixagdo do animal em decubito ventral, a veia femoral esquerda
foi localizada e dissecada para insergcdo de uma agulha conectada a um cateter
de polietiieno (PE 10), destinado a administracdo de drogas e solugdes.
Imediatamente apds a canulagao da veia femoral, 30 Ul de heparina, diluida em
solugdo salina, foi administrada para prevenir coagulos e obstrugdo das cénulas.
Todos os animais foram submetidos a traqueostomia e mantidos sob respiragcéo
espontanea. A artéria carétida esquerda foi localizada e cuidadosamente isolada
do nervo vago e tecidos adjacentes. Com auxilio de linha de sutura, o fluxo
sanguineo da artéria carotida foi interrompido na altura de sua extremidade distal,
enquanto o fluxo em sua extremidade proximal foi temporariamente suprimido
pela compressdo com uma pinga curva. Utilizando-se uma tesoura oftalmoldgica,
um pequeno corte foi realizado na regido medial da por¢cdo da artéria carétida
clampeada, servindo como via para insergdo de um catéter de polietileno (PE 10),
devidamente heparinizado, que foi firmemente conectado a artéria e destinou-se a
mensuragdo continua da pressdo arterial média (PAM). Ao final dos
experimentos, todos os animais foram sacrificados através de uma overdose de
tiopental (superior a 40 mg/Kg i.v.).

Os registros foram obtidos por meio de transdutores de pressao acoplados

a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, MacLab ADI Instruments, EUA)
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conectados a um computador Macintosh contendo um software especifico de

integracao (Chart v4, PowerLab/MacLab, ADI Instruments, Australia).

3.7 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.7.1 Efeito das fragées semi-purificadas da M. ilicifolia sobre os niveis

pressoricos de ratos normotensos.

Apds 0 manuseio cirurgico dos animais (item 3.6), a artéria ter sido
conectada ao transdutor, foi respeitado um periodo de aproximadamente quinze
minutos para a estabilizacdo da PAM. Em seguida realizou-se a administragdo do
SEI (sobrenadante etandlico da infusdo) em diferentes doses (5, 10, 20 e 30
mg/Kg) e em sequéncias alternadas, através da veia femoral. As fracbes semi-
purificadas da M. ilicifolia foram administradas em diferentes seqUéncias para
verificar se o efeito hipotensor observado ndo ocorre em virtude do acumulo das
doses e, ainda para fazer um aproveitamento adequado dos animais.

O mesmo procedimento foi realizado para obtencdo da curva dose-
resposta das fracbes SEEA (sobrenadante etandlico da extragdo aquosa), fragao
aquosa (FAQ) e fragao acetato de etila (FAE). Os valores inseridos no grafico sdo
a diferenca entre a pressao arterial média registrada antes e apos a aplicagao de
cada dose das respectivas fragcbes. Como controle positivo foi utilizado um grupo
de animais normotensos que receberam acetilcolina (3, 10 e 30 nmol/kg) por via

endovenosa.
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3.7.2 Avaliacao dos efeitos do SEEA sobre a PAM de ratos expostos a

infusao continua de fenilefrina.

Nesse experimento os animais foram preparados para o registro da PAM
como descrito no item 3.6 e a veia femoral contra-lateral aquela utilizada para a
administragdo em bolus foi igualmente canulada e conectada a uma bomba de
infusdo continua (modelo EFF 311, Insight®, Ribeirdo Preto, SP). Apds o periodo
de estabilizagdo da PAM os animais receberam por infusdo continua, durante 80
minutos fenilefrina (20 nmol/kg/min). Durante os primeiros 20 minutos, foi
infundido apenas fenilefrina. Apds esse periodo foi administrado, pela outra veia
femoral, SEEA nas doses 5, 10 e 30 mg/kg com um intervalo de 10 minutos entre
cada administragdo. Os ultimos 30 minutos mantiveram-se apenas a infusao de
fenilefrina. Sendo assim o tempo total de infusdo de fenilefrina (20 nmol/kg/min)
foi de 80 minutos. O mesmo procedimento foi repetido com outro grupo de
animais, porém nao foi administrado SEEA em bolus e sim ACh na doses de 3, 10

e 30 nmol/kg para verificagdo da responsividade vascular.

3.7.3 Estudo do envolvimento do nervo vago no efeito do SEEA da M.

ilicifolia sobre a pressao arterial média de ratos normotensos.

Foi feito o procedimento cirurgico, conforme descrito no item 3.6 e
isolamento bilateral do nervo vago. Decorrido o periodo de estabilizagao foi
administrado SEEA (30 mg/kg) e ACh (30 nmol/kg), ambos pela via endovenosa,
para a observagao de seus efeitos. Apds o retorno da pressao arterial aos niveis
normais (aproximadamente 15 minutos) foi feita a secgéo bilateral do nervo vago,

previamente dissecado. Aguardados mais 15 minutos, apds a bivagotomia, foram
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administradas as mesmas doses de SEEA ou ACh para a analise dos efeitos.
Nesse protocolo observamos a agédo do SEEA antes e depois da vagotomia para
avaliarmos a participagao da condugéo vagal na hipotensao gerada pela fragéo do

extrato.

3.7.4 Estudo do envolvimento dos receptores muscarinicos e -
adrenérgicos no efeito hipotensor da M. ilicifolia em ratos

normotensos.

ApOs a cirurgia e periodo de estabilizagcdo, o SEEA (30 mg/Kg) foi injetado
pela via intravenosa e o seu efeito hipotensor foi observado. Aguardou-se o
retorno da pressdo aos niveis normais e, em seguida, 0s animais receberam
atropina (1 mg/Kg, i.p.) ou propranolol (1,5 mg/kg, i.v.). Apés quinze minutos o
SEEA foi novamente administrado na mesma dose. Como a atropina € um
antagonista muscarinico e o propranolol é um bloqueador dos receptores -
adrenérgicos, para confirmar a presenca de efeito dessas drogas, foram obtidos
registros (controles positivos) na presenca e auséncia da acetilcolina (30 nmol/kg)

e do isoproterenol (1,2 pg/kg).

3.7.5 Avaliagao dos efeitos do SEEA ou FAE sobre a PAM de ratos expostos

a infusao continua de L-NAME ou azul de metileno.

Nesse conjunto de experimentos os animais foram preparados para o
registro da PAM como descrito no item 3.6 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®, Ribeirao Preto, SP).



32

Apos o periodo de estabilizagdgo 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 30 minutos, foi infundido apenas L-NAME ou azul de metileno. Apos
esse periodo foi administrado, pela outra veia femoral, SEEA nas doses de 10 e
30 mg/kg com um intervalo de 10 minutos entre cada administracdo, ou FAE na
dose de 10 mg/kg. Os ultimos 30 minutos mantiveram-se apenas a infusao de L-
NAME ou azul de metileno. 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. Um grupo de
animais que foi infundido com L-NAME recebeu, pela outra veia femoral,
nitroglicerina (10, 30 e 90 pg/kg) com um intervalo de 10 minutos entre cada
administragdo. O mesmo procedimento foi repetido com outro grupo de animais,
porém nao foi administrado SEEA ou FAE em bolus e sim ACh na doses de 3, 10

e 30 nmol/kg para verificagdo da responsividade vascular.

3.7.6 Investigacao do envolvimento dos canais de Potassio na hipotensao

causada pela fracao SEEA e fragao acetato de etila (FAE).

Apos a cirurgia e periodo de estabilizacdo, o SEEA (30 mg/Kg) ou a FAE
(10 mg/Kg) foram injetados pela via intravenosa e o seu efeito hipotensor foi
observado. Aguardou-se o retorno da pressdo aos niveis normais e, em seguida,
TEA (360 pmol/Kg) foi administrada por via endovenosa de forma lenta
(aproximadamente 5 minutos), para que ndo houvesse morte dos animais. Apds
um periodo de aproximadamente cinco minutos o SEEA ou a FAE foram

administrados novamente. Nesse protocolo comparou-se o efeito hipotensor do
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SEEA ou a FAE antes da administracdo do TEA (bloqueador de canais de K néo
seletivo) com o seu efeito apds a administragdo deste. O mesmo procedimento foi
repetido com outros grupos de animais, porém, o SEEA ou a fragcdo FAE foram
testados na presenga da 4-aminopiridina (bloqueador de canais de K™ voltagem-

dependentes) e da glibenclamida (bloqueador de canais de K* sensiveis a ATP).

3.8 Analise dos resultados e testes estatisticos.

Os resultados foram apresentados de acordo com o programa GraphPad
Prism 4.00. Os resultados foram expressos com média + erro padrao das médias
de 6 experimentos. A analise estatistica dos resultados para a comparacao entre
os grupos foi realizada através da andlise da variancia de uma via (ANOVA)

seguida pelo teste t de Bonferroni.
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IV RESULTADOS

4.1 Efeito hipotensor do sobrenadante etandlico da infusao de M. ilicifolia

em ratos anestesiados.

Os animais utilizados apresentaram pressé&o arterial média (PAM) basal de
110 £ 4,6 mmHg. A administracdo do sobrenadante etandlico da infusdo (SEI) por
via intravenosa nas doses de 5, 10, 20 e 30 mg/Kg reduziu a presséo arterial
média (PAM) em 59 +1,6; 18,4 +1,4; 21,5+ 2,1 e 22,1 +2,8 mmHg. Os efeitos
produzidos pela administragdo das doses de 10 e 20 e 30 mg/kg foram
semelhantes (ndo diferiram entre si). A dose de 5 mg/kg n&o alterou os niveis

pressoricos quando comparado ao controle salina (0,9%) (Fig 3A e 3B).
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Figura 3: Efeito hipotensor da fragao sobrenadante etanélico da infusdo em ratos
anestesiados. A — Registro tipico da PAM mostrando o efeito hipotensor do
sobrenadante etandlico da infusdo da M. ilicifolia (SEI), nas doses de 5, 10, 20 e 30
mg/Kg; B — Reducgédo da PAM (média + erro padrdo da média) obtida em seis animais
submetidos ao mesmo protocolo mostrado no registro tipico. A letra “C” indica a alteragao
da PAM induzida pela administragdo de salina. A comparacgao estatistica 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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4.2 Efeito hipotensor do sobrenadante etandlico da extragao aquosa da M.

ilicifolia em ratos anestesiados.

O sobrenadante etandlico da extracdo aquosa (SEEA) administrado pela
via intravenosa, nas doses de 5, 10, 20 e 30 mg/kg promoveu um efeito
hipotensor dependente da dose, cujos valores corresponderam respectivamente a
58+1,3; 16,2 +2,5; 23,7 + 3,2 e 52,6 £ 5,5 mmHg em relacdo a PAM basal que

foi de 109,4 £ 2,4 mmHg (Fig 4A e 4B).
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Figura 4: Efeito hipotensor da fragido SEEA sobre os niveis presséricos de ratos
anestesiados. A — Registro tipico da PAM mostrando o efeito hipotensor do

sobrenadante etandlico da infusdo da M. ilicifolia (SEI), nas doses de 5, 10, 20 e 30
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mg/Kg; B — Redugédo da PAM (média + erro padrdao da média) obtida em seis animais
submetidos ao mesmo protocolo mostrado no registro tipico. A letra “C” indica a alteragao
da PAM induzida pela administragdo de salina. A comparacgao 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<0,01e*™ p<0,001 em relagdo ao grupo controle (C).

4.3 Acao hipotensora do SEEA em ratos infundidos com fenilefrina

A infusdo continua de fenilefrina (agonista as-adrenérgico; 20 nmol/kg/min)
induziu um aumento sustentado de 60 mmHg na PAM que foi de 108,4 £ 2,0
mmHg para 168,1 + 2,6 mmHg. Durante a hipertensdo aguda induzida pela
fenilefrina, a administracdo em bolus do SEEA, nas doses de 5, 10 e 30 mg/Kg
(i.v.) reduziu a PAM em 2,0 +0,8; 14,9 + 2,8 e 30,0 £ 2,6 mmHg em relacdo a
PAM basal (Fig. 5, barras fechadas).

No grupo controle (sem infusdo de fenilefrina), essas doses de SEEA
reduziram a PAM correspondente em 5,8 £ 1,3; 16,2 £ 2,5 e 43,7 £ 3,5 mmHg,

respectivamente, em relacdo a PAM basal (109,4 £ 2,4 mmHg) (Fig. 5).
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Figura 5: Efeito hipotensor do SEEA na preseng¢a da fenilefrina (agonista a4). Os
animais foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), passaram
pelo procedimento cirurgico para implantagdo das canulas, através das quais foi realizada
a administracdo da fracdo SEEA e a infusdo continua de fenilefrina (20 nmol/kg/min).
Reducao da PAM (média * erro padrao da média) obtida em seis animais. A comparagao
estatistica 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.

4.4 Efeito da transmissao vagal na acao hipotensora do SEEA em ratos

anestesiados.

A PAM dos animais que foram submetidos ao procedimento de vagotomia
bilateral € 116,3 £ 2,1 mmHg, ou seja, a sec¢ao do nervo vago nao alterou a PAM
de forma significativa nos ratos anestesiados. Antes da bivagotomia, a ACh (30
nmol/kg) e a dose mais efetiva do SEEA (30 mg/kg), ambas via i.v., reduziram a
PAM em 43,0 £ 5,7 e 33,0 £ 4,0 mmHg, respectivamente. Esse efeito hipotensor

nao foi alterado significativamente apés a vagotomia bilateral. Os valores de
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reducao da PAM da ACh (30 nmol/kg) e do SEEA (30 mg/kg) apds a vagotomia
foram 42,5 £ 5,3 e 36,4 £ 3,5 mmHg, respectivamente (Fig. 6). Todos os valores

foram obtidos em relacédo a PAM basal do grupo.
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Figura 6: Acao hipotensora do SEEA antes e apdos a secc¢ao bilateral do nervo vago
em ratos normotensos anestesiados. Os animais receberam SEEA (30 mg/kg) ou ACh
(30 nmol/kg), apds o retorno da PAM aos niveis basais (aproximadamente 15 minutos) foi
feita seccao bilateral do nevo vago, previamente dissecado. Apds cerca de 15 minutos
foram administradas as mesmas doses de SEEA e ACh para observagao da resposta.
Reducao da PAM (média * erro padrao da média) obtida em seis animais. A comparagao
estatistica entre os grupos foi realizada através da analise da varidncia de uma via
(ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni.

4.5 O efeito hipotensor do SEEA em ratos anestesiados nao envolve os

receptores B-adrenérgicos e os receptores muscarinicos.

O tratamento dos animais com propranolol (1,5 mg/kg, i.v.) n&o interferiu na
resposta ao SEEA (30 mg/Kg, i.v.). A queda da PAM induzida pelo SEEA antes e

depois do tratamento com este antagonista de receptores [(-adrenérgicos
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corresponde a 31,6 + 3 mmHg e 32,41 + 2,2 mmHg, respectivamente. O
isoproterenol (1,2 pg/kg), utilizado como controle positivo, reduziu os niveis
presséricos em 44,3 + 2,4 mmHg antes do tratamento com o propranolol.
Entretanto, na presencga do propranolol, houve um bloqueio acentuado do efeito
hipotensor deste agonista B-adrenérgico. A redugcdo da PAM correspondeu a 2,63
+ 1,7 mmHg quando comparada a PAM basal (103,3 + 2,9 mmHg) (Fig. 7A).

A presenca da atropina (1 mg/kg) por via intraperitoneal ndo alterou o efeito
hipotensor do SEEA (30 mg/kg). A queda da PAM induzida pelo SEEA antes e
depois do tratamento deste antagonista muscarinico correspondem a 26,3 + 4,9
mmHg e 23,0 + 5,7 mmHg, respectivamente. A ACh, na dose de 30 nmol/kg,
provocou uma redugdo da PAM de 44,5 £ 6,5 mmHg em ratos nao tratados com
atropina. No grupo tratado com esse antagonista, a ACh produziu uma alteragéo
dos niveis pressoricos de 7,0 + 3,4 mmHg. (Fig 7B). Todas as redugbes foram

comparadas com a PAM basal do grupo, 108,6 + 2,1 mmHg.
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Figura 7: Efeito hipotensor do SEEA na presencga e na auséncia de antagonista -
adrenérgico e antagonista muscarinico. A - Reducao da PAM (média * erro padrao da
média) obtida em seis animais, em resposta ao SEEA (30 mg/kg), antes e depois da
administracdo do propranolol (1,5 mg/kg). Como controle positivo foi administrado
isoproterenol (1,2 ug/kg) também pela via intravenosa. B - Reducao da PAM (média +
erro padrao da média) obtida em seis animais, em resposta ao SEEA (30 mg/kg), antes e
depois da administragdo de atropina (1 mg/kg — i.p.). Como controle positivo foi

administrado ACh (30 nmol/kg) pela via intravenosa. A letra “C” indica o grupo de animais
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que nao recebeu propranolol ou atropina. A comparacgao 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 relagao ao grupo controle (C).

4.6 Participagcao da via o6xido nitrico/guanilato ciclase na hipotensao

causada pelo SEEA.

A PAM dos animais pertencentes ao grupo controle foi de 110,0 +1,0
mmHg. Os animais tratados continuamente com L-NAME (7 mg/kg/min) tiveram a
sua PAM alterada para 172,5 +1,0 mmHg. Ou seja, o L-NAME tem a capacidade
de promover um estado de hipertensdo aguda nos animais.

No grupo controle, a dose de 30 mg/kg do SEEA induziu uma redugéo da
PAM correspondente a 52,6 + 5,5 mmHg. Nos animais infundidos com o L-NAME
(7mg/kg/min), um inibidor da NO sintase, ocorreu uma forte inibi¢cdo
(aproximadamente 82,3 %) da resposta hipotensora do SEEA, a qual
correspondeu a 9,2 £+ 3,6 mmHg (Fig 8A e 8B).

A ACh (30 nmol/Kg) foi utilizada como controle e gerou uma hipotensao de
58,5+ 7,7 e 66,8 £ 1,8 mmHg, respectivamente na auséncia e na presenga do L-
NAME (Fig 8A e 8B).

A nitroglicerina (doador de NO) foi utilizada como um controle negativo. Na
auséncia do L-NAME, as doses de 10, 30 e 90 ug/kg reduziram a PAM em 25,4 +
0,9; 36,0 + 2,4 e 50,6 + 3,5 mmHg, respectivamente. Quando a nitroglicerina foi
administrada nas mesmas doses nos animais infundidos com L-NAME nao houve
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Houve redugédo da PAM em
326 £4;439 +4,9 e 60,6 £ 2,6 mmHg (Fig. 8C). Os dados na auséncia do L-

NAME foram obtidos em comparagdo a PAM basal do grupo controle (112,1 *
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2,0mmHg) e os valores referentes ao grupo tratado com L-NAME foram

comparados em relagao a PAM deste grupo (171,5 £3,9 mmHg).
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Figura 8: Efeito hipotensor do SEEA na presenga do L-NAME (inibidor da NO

sintase). Os animais foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20

mg/kg), passaram pelo procedimento cirurgico para implantagao das canulas, através das
quais foi realizada a administracao da fracdo SEEA (30mg/kg) ou nitroglicerina (10, 30 e
90 pg/kg) ou ACh (30nmol/kg) e a infusdo continua de L-NAME (7 mg/kg/min). A —
Registro da elevacdo da PAM na presenca do L-NAME e resposta da ACh (30 nmol/kg) e
SEEA. B - Resposta ao SEEA (30mg/kg) e a ACh (30 nmol/kg) na auséncia e presenca
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de L-NAME. C — Resposta da nitroglicerina na auséncia e na presenga do L-NAME. Os
resultados foram expressos com média + erro padrao 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 < 0,001 em relagdo ao grupo controle.

O SEEA nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg (i.v.) provocou uma alteragao da
PAM de 5,8 £+ 1,3; 184 + 1,4 e 52,6 £+ 55 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) a reducao dos niveis
pressoricos foi de 0,9 + 0,9; 6,6 + 1,7 e 22,8 + 3,3 mmHg. A queda da PAM
gerada pela ACh foi de 55,7 + 6,6 e 51,3 * 4,5 mmHg, respectivamente na
auséncia e na presenca do azul de metileno (Fig 9A e 9B). Os dados foram

analisados em comparacao a PAM basal do grupo que foi de 123,7 + 2,1 mmHg.
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Figura 9: Efeito hipotensor do SEEA na presenc¢a do inibidor da guanilato ciclase
soluvel. Os animais 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 administragdo da fracdo SEEA (5, 10 e 30mg/kg) ou ACh (30
nmol/kg) e a infusdo continua de azul de metileno (150 nmol/kg/min). A — Registro tipico
da PAM mostrando o efeito hipotensor do sobrenadante etandlico da extracdo aquosa da
M. ilicifolia (SEEA), nas doses de 10 e 30 mg/Kg na auséncia e na presenca do azul de
metileno; B — Reducdo da PAM (média + erro padrao da média) obtida em seis animais
submetidos ao mesmo protocolo mostrado no registro tipico. A letra “C” indica o grupo

sem tratamento com azul de metileno. A comparacao estatistica entre os grupos foi
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realizada através da analise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de
Bonferroni.

*p<0,05e ** p<0,001 em relagdo ao grupo controle.

4.7 Envolvimento dos canais de potassio na hipotensao causada pelo
SEEA.

Neste conjunto de experimentos os animais tratados com SEEA nas doses
de 10 e 30 mg/kg (i.v.) apresentaram reducado da PAM de 24,7 £+ 4,1 e 34,7 £ 2,1
mmHg, respectivamente. Na presenga do TEA (360 umol/kg, i.v.), um bloqueador
nao seletivo de canais de potassio, houve redugdo significante do efeito
hipotensor do SEEA, que foi de 3,6 £ 0,5 e 12,7 + 3,2 mmHg, respectivamente
(tabela 1). A ACh (30 nmol/kg) causou uma hipotensao de 43,3 + 3,7 € 33,3 + 4,3

mmHg, respectivamente, na auséncia e na presenca do TEA (Fig. 10A e 10B).

Tabela 1: Efeito do SEEA na auséncia e na presenca do TEA (360 pmol/kg)

Reduc¢do da PAM (mmHgQ)

SEEA (10 mg/kg) SEEA (30 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)

Controle TEA Controle TEA Controle TEA

247+41 3605 = 347+21 127 £3,2" 433+37 333143

***p < 0,001 em relagdo ao grupo controle.
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uma via (ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni.

***p < 0,001 em relagédo ao grupo controle.
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Figura 10: Efeito hipotensor do SEEA na presenga do bloqueador, nao seletivo, de
canais de potassio. Os animais foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg) e
xilazina (20 mg/kg), passaram pelo procedimento cirargico para implantacdo das canulas,
através das quais foi realizada a administragdo da fragdo SEEA (10 e 30mg/kg) ou ACh
(30 nmol/kg). A — Registro tipico da PAM mostrando o efeito hipotensor do sobrenadante
etandlico da extracdo aquosa da M. ilicifolia (SEEA), nas doses de 10 e 30 mg/Kg na
auséncia e na presenca do bloqueador nao seletivo de canais de potassio; B — Reducéao
da PAM (média + erro padrao da média) obtida em seis animais submetidos ao mesmo
protocolo mostrado no registro tipico. Controle indica o grupo sem tratamento com TEA.

A comparacgéo estatistica entre os grupos foi realizada através da analise da variancia de
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O envolvimento dos canais de potassio operados por voltagem no
mecanismo de agado do SEEA também foi avaliado. No grupo controle, o SEEA
(10 e 30 mg/kg) promoveu, respectivamente, queda de 28,9 + 1,6 e 44,7 + 3,5
mmHg, quando comparadas a PAM basal (104,0 £ 2,9 mmHg). As mesmas doses
do SEEA, nos animais tratados com a 4-aminopiridina (bloqueador seletivo de
canais K,), na dose de 2 pmol/kg, gerou uma redugcdo da PAM em 4,8 £ 1,6 e 20,1
+ 2,1 mmHg, valores significativamente menores do que os obtidos no grupo
controle (tabela 2). A ACh na dose de 30 nmol/kg alterou a pressao arterial em
49,1 + 6,4 (47,2 £ 6,1%) e 58,9 + 5,0 mmHg (56,6 + 4,8%), na auséncia e

presenca da 4-aminopiridina, respectivamente (Fig. 11A e 11B).

Tabela 2: Efeito do SEEA na auséncia e na presenga de 4-aminopiridina (2

Mmol/kg).
Redug¢do da PAM (mmHgQ)
SEEA (10 mg/kg) SEEA (30 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)
Controle 4-AP Controle 4-AP Controle 4-AP

28916 48+16 44735 20121  491+6,4 58,9+5,0

**p<0,01e** p<0,001 emrelagdo ao grupo controle.
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Figura 11: Efeito hipotensor do SEEA na presenca do bloqueador de canais de

potassio operados por voltagem. Os animais foram anestesisados com cetamina (100

mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), passaram pelo procedimento cirdrgico para implantacao das

canulas, através das quais foi realizada a administracdo da fragdo SEEA (10 e 30mg/kg)
ou ACh (30 nmol/kg). A — Registro tipico da PAM mostrando o efeito hipotensor do

sobrenadante etandlico da extragdo aquosa da M. ilicifolia (SEEA), nas doses de 10 e 30

mg/Kg na auséncia e na presencga do bloqueador seletivo de canais de potassio operados

por voltagem; B — Reducdo da PAM (média * erro padrao da média) obtida em seis

animais submetidos ao mesmo protocolo mostrado no registro tipico. Controle indica o
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grupo sem tratamento com 4-aminopiridina. A comparagao estatistica entre os grupos foi
realizada através da analise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de
Bonferroni.

**p< 0,01 e *** p <0,001 em relagado ao grupo controle.

Na investigacdo do envolvimento dos canais de potassio sensiveis ao ATP,
as doses de 10 e 30 mg/kg do SEEA foram capazes de reduzir a PAM em 26,7 +
1,6 e 39,9 £ 2,3 mmHg, respectivamente. Apds o tratamento com a glibenclamida
40 pmol/kg (inibidor seletivo dos canais de Katp) houve redugdo da agao
hipotensora do SEEA. A dose de 10 e 30 mg/Kg do SEEA, reduziu os niveis
pressoricos, repectivamente, em 10,5 + 3,9 e 26,7 £ 2,5 mmHg (tabela 3).

A reducdo da PAM causada pela ACh na auséncia e na presenga da
glibenclamida foi, respectivamente, de 44,7 + 1,2 e 48,8 £ 3,0 mmHg (Fig 12A e
12B). Os dados foram analisados em comparagcdo a PAM basal do grupo que foi

de 104,8 £+ 1,9 mmHg.

Tabela 3: Efeito do SEEA na auséncia e na presenca de glibenclamida (40

pmol/kg).
Reduc¢ao da PAM (mmHgQ)
SEEA (10 mg/kg) SEEA (30 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)
Controle glib. Controle glib. Controle glib.

26,716 105+3,9"™ 399+23 26,7 £ 2,5* 44,7 £ 1,2 48,8 + 3,0

*p<0,05;**p<0,01e** p<0,001 em relagdo ao controle.
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Figura 12: Acao do SEEA na presenca de bloqueador seletivo de canais de
potassio sensiveis ao ATP. Os animais foram anestesisados com cetamina (100 mg/kg)
e xilazina (20 mg/kg), passaram pelo procedimento cirdrgico para implantacdo das
canulas, através das quais foi realizada a administracdo da fragcdo SEEA (10 e 30mg/kg)
ou ACh (30 nmol/kg). A — Registro tipico da PAM mostrando o efeito hipotensor do
sobrenadante etandlico da extragdo aquosa da M. ilicifolia (SEEA), nas doses de 10 e 30
mg/Kg na auséncia e na presenca do bloqueador seletivo de canais de potassio sensiveis
ao ATP; B — Redugédo da PAM (média £ erro padrdao da média) obtida em seis animais
submetidos ao mesmo protocolo mostrado no registro tipico. Controle indica o grupo sem
tratamento com glibenclamida. A comparacao estatistica entre os grupos foi realizada
através da analise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni.

*p<0,05e ** p <0,01 em relagdo ao grupo controle.
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4.8 Efeito hipotensor da fragdo aquosa (FAQ) e fragdo acetato de etila
(FAE) derivadas do SEEA.

As doses de 5, 10, 20 e 30 mg/kg da FAQ causaram uma redugdo dos
niveis pressoéricos de 14,2 + 1,8; 159 + 24; 228 + 1,3 e 28,9 + 7,2 mmHg
respectivamente, em relagdo a PAM basal que foi de 109,5 + 2,5 mmHg (Fig
13A). A salina (0,3 ml) quando administrada por via i.v., promoveu uma alteragéo
da PAM de 4,8 £ 0,8 mmHg.

A FAE, nas doses de 5 e 10 mg/kg reduziu a PAM em 5,2 + 1,2 e 16,6
4,1 mmHg. As doses de 20 e 30 mg/kg, da FAE, foram capazes de promover uma
hipotensdo de 40,8 + 5,7 e 114,3 £ 7,1 mmHg respectivamente, em relagdo a
PAM basal dos animais que foi de 110,8 + 4,7 mmHg (Fig 13B). Nos
experimentos realizados com esta fragdo, a dose de 30 mg/kg provocou a morte
por hipotensdo de quatro dos cinco animais testados (aproximadamente 80% dos

animais).



53

A FAQ (mg/kg)
0o C 5 10 20 30
o [N
-
£
E —
= 25- 2
<
o. o
1]
©
o 50-
(S
On
=
©
(Y]
x 75

FAE (mg/kg)
B C 5 10 20 30

§ 0T w———

£ 25 -

= 504 e

o

3 75

(]

'S

S 100-

2

X 125 =

Figura 13: Efeito hipotensor da fraciao aquosa (FAQ) e fragao acetato de etila (FAE)
derivadas do SEEA em ratos anestesiados. A - Redugdo da PAM do grupo tratado
com FAQ (média + erro padrdo da média) obtida em seis animais. B - Redugdo da PAM
do grupo tratado com FAE (média * erro padrao da média) obtida em seis animais. A
letra “C” indica a alteracdo da PAM induzida pela administracdo de salina. A comparagao
estatistica entre os grupos foi realizada através da analise da varidncia de uma via
(ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni.

*p<0,05 **p<0,01e*™ p<0,001 emrelagdo ao grupo controle (C).
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4.9 Participagao da via 6xido nitrico/guanilato ciclase no efeito hipotensor
da fragcao acetato de etila.

Na dose de 10 mg/kg, a FAE causou uma hipotensao de 39,0 £+ 4,3 mmHg.
Durante a infusdo continua de L-NAME (7 mg/kg/min), este efeito da FAE foi
abolido (houve um bloqueio absoluto da hipotensdo causada por esta fracdo na
mesma dose, 10 mg/kg), Nado houve alteragdo da PAM (0,0 £ 0,0 mmHg). A
reducdo da PAM causada pela ACh na auséncia e na presenga do L-NAME foi a
mesma (nao foi alterada pelo L-NAME). Os registros mostraram respectivamente
64,9 + 3,2 e 67,8 £ 1,0 mmHg (Fig 14A). Os dados na auséncia do L-NAME
foram analisados em comparagdo a PAM basal do grupo controle (110,0 £ 2,5
mmHg) e os valores referentes ao grupo tratado com L-NAME foram comparados
em relacdo a PAM deste grupo (172,5 £1,0 mmHg).

Na dose de 10 mg/kg, a FAE causou uma hipotenséo de 39,0 + 4,3 mmHg.
Durante a infusdo continua de azul de metileno (150 nmol/kg/min) este efeito
hipotensor da fracdo foi abolido. O azul de metileno impediu a resposta
hipotensora da FAE. A alteragdo da PAM foi de 1,3 + 0,9 mmHg. A hipotensao
causada pela ACh na auséncia e na presenca do azul de metileno foi semelhante,
respectivamente, de 49,5 + 8,2 e 51,3 + 4,5 mmHg (Fig 14B). Os dados foram

analisados em comparagdo com a PAM basal do grupo (123,7 + 2,1 mmHg).
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Figura 14: Efeito hipotensor da fracdo acetato de etila (FAE) na presenca do L-
NAME ou azul de metileno. A - Resposta ao FAE (10mg/kg) e a ACh (30 nmol/kg) na
auséncia e presenca de L-NAME. B — Resposta ao FAE (10mg/kg) e a ACh (30 nmol/kg)
na auséncia e presencga de L-NAME. Controle indica os animais que nao receberam azul
de metileno. Os resultados foram expressos com média + erro padrao das médias de 6
experimentos. A comparagao entre os grupos foi realizada através da andlise 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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4.10 Participagao dos canais de Potassio na hipotensao causada pela FAE.

A FAE na dose de 10 mg/kg promoveu uma reducao da PAM de 39,0 + 4,3
mmHg. Na presenca do TEA (360 umol/kg) a hipotensdo gerada foi de 8,3 + 2,8
mmHg. Na auséncia e na presenca do TEA a ACh alterou a PAM de forma
semelhante, em 55,8 + 6,1 e 65,4 £+ 4,7 mmHg, respectivamente (Fig. 15A e
tabela 4). Os dados foram avaliados em comparac¢ao a PAM basal do grupo todo
que foi de 103,8 + 3,9 mmHg.

Apos a administracdo da FAE (10mg/kg — i.v.), a PAM do grupo controle
(sem a 4-aminopiridina) e dos animais que receberam a 4-aminopiridina (2
pmol/kg) foi respectivamente de 39,0 + 4,3 e 1,8 + 0,5 mmHg. A ACh (30 nmol/kg)
causou uma hipotensdo (semelhante) de 52,6 + 6,6 e 58,9 + 51 mmHg,
respectivamente, na auséncia e na presenca da 4-aminopiridina (Fig. 15B e tabela
5). A reducédo da PAM foi analisada em comparagdo com 0s niveis pressoricos
basais do grupo, 102,6 £ 1,0 mmHg.

A administracdo da glibenclamida (40 umol/kg, i.v.) também foi capaz de
reduzir a hipotensdo causada pela FAE. Na auséncia e na presenga da
glibenclamida, a FAE a 10 mg/kg causou uma hipotensao de 39,0 + 4,3 e de 20,5
+ 5,4 mmHg, respectivamente. A reducao da PAM causada pela ACh na auséncia
e na presenca da glibenclamida foi semelhante, respectivamente, de 44,7 £+ 1,2 e
48,8 + 3,0 mmHg (Fig 15C e tabela 6). Os dados foram avaliados em comparagao

a PAM basal do grupo (105,1 £ 2,7 mmHg).
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Figura 15: A¢ao do FAE na presenca de bloqueadores de canais de potassio. A -
resposta ao FAE (10 mg/kg) e da ACh (30 nmol/kg) na auséncia e presenga do TEA (360
pmol/kg). B - resposta da ACh e FAE na presenca desse bloqueador de canais de

potassio ativados por voltagem (4-aminopiridina — 2 pmol/kg). C - resposta do FAE e da
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ACh na presenca desse bloqueador de canais de potassio sensiveis ao ATP
(glibenclamida — 40 pymol/kg). Controle indica os animais que nao receberam tratamento
com os bloqueadores de canais de potassio. Os resultados foram expressos com média +
erro padrao das médias de 6 experimentos. A comparagao entre os grupos foi realizada
através da andlise da variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste t de Bonferroni.

*p<0,05 e **p<0,001 emrelagao ao grupo controle.

Tabela 4: Efeito do FAE na auséncia e na presenga do TEA (360 pmol/kg).

Reducao da PAM (mmHgQ)

FAE (10 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)
Controle TEA Controle TEA
376 +41 8,3 +28** 55,8 + 6,1 65,4 +4,7

Tabela 5: Efeito do FAE na auséncia e na presenga da 4-Aminopiridina (2

pmol/kg).
Reduc¢do da PAM (mmHgQ)
FAE (10 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)
Controle 4-Aminopiridina Controle 4-Aminopiridina
39,0+4,3 1,8 £ 0,5 52,6 + 6,6 58,9 + 5,1

Tabela 6: Efeito do FAE na auséncia e na presenca da glibenclamida (40

pmol/kg).
Reducdo da PAM (mmHgQ)
FAE (10 mg/kg) ACh (30 nmol/kg)
Controle Glibenclamida Controle Glibenclamida
39,0+4,3 20,5+ 5,4* 447 +1,2 48,8 + 3,0

*p<0,05;*p<0,01e** p<0,001 em relagdo ao controle.
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V DISCUSSAO

A M. licifolia, popularmente conhecida como espinheira santa, € uma
planta amplamente utilizada na medicina popular tanto no Brasil, como em muitos
outros paises como Paraguai, Uruguai e Argentina (ARENAS et al.,, 1977;
MARTINEZ-CROVETTO, 1987; SCHULTES, et al., 1990; BRUNETON, 1995;
CORDEIRO, 2006) apesar de ampla utilizagdo poucos estudos cientificos foram
desenvolvidos para validar o uso popular desta planta.

O interesse medicinal mais comumente associado a M. ilicifolia é o
tratamento de gastrites e ulceras gastricas e duodenais (SOUZA-FORMIGONI et
al., 1991). Essas indicagbes do uso popular do cha preparado com as folhas da
M. ilicifolia foram comprovadas cientificamente por varios autores (CARLINI et al,
1988; FALEIROS et al., 1992; FERREIRA et al., 1996; CARVALHO et al., 2006)
Recentemente, CIPRIANI et al (2006) mostrou a acado antiulcerogénica de um
polissacarideo (arabinogalactana) oriundo do cha (infusdo) das folhas da M.
ilicifolia, em roedores. Além disso, BAGGIO et al. (2007a) confirmou que
flavondides da M. Ilicifolia tem agdo protetora sobre a mucosa gastrica de
roedores através da inibicdo da atividade da bomba hidrogénio potassio ATPase
(H*-K*-ATPase) e da formacgao de 6xido nitrico. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) incluiu a M. llicifolia na lista de registro simplificado de
fitoterapicos, liberando a comercializacdo sem prescricao médica das folhas desta
planta no tratamento das dispepsias e como coadjuvante no tratamento de Ulcera
gastrica (Resolugado RE n° 89, de 16 de marco de 2004). ITOKAWA et al. (1991),
isolou os compostos triterpénicos friedelina e friedelanol a partir da fracao
hexanica das folhas da M. ilicifolia. Mais tarde, FALEIROS et al., (1992)

comprovou que esses compostos sao responsaveis por 50% do efeito
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antiulcerogénico da M. licifolia. OLIVEIRA et al. (1994) observou que as
substancias 4-0-metil - epigalocatequina e seu epimero 4’-0-metil-ent-
galocatequina, isoladas do extrato aquoso de M. ilicifolia, reduziram a secregéo
gastrica de acido.

Sabidamente, dentre os mecanismos de protecdo da mucosa gastrica,
destaca-se o aporte sanglineo para a regido, responsavel principalmente pelo
transporte de fatores de protecdo e retirada de fatores agressivos do local.
Considerando os resultados de protegao gastrica efetiva deste extrato através de
multiplos fatores, o grupo passou a estudar a agao destas fragdes sobre o sistema
vascular. RATTMANN et al. (2006) demonstraram uma potente agao relaxante do
sobrenadante etandlico da extracdo aquosa da M. ilicifolia (SEEA) em aorta
isolada de rato. Ao estudar o mecanismo de agao farmacoldgico foi observado
que o efeito vasorrelaxante ocorre por estimulagéo da via L-arginina-6xido nitrico
e subseqliente ativacdo de canais de potassio. Em testes posteriores com aorta
isolada de rato, a fragao insoluvel em acetato de etila, obtida a partir do SEEA
apresentou um efeito vasorrelaxante consideravelmente maior, em concentragdes
menores, 0 que sugeriu proximidade do isolamento do composto, possivelmente
um polifenol, um flavondide do tipo catequina.

Como o efeito vasorrelaxante observado in vitro pode ser neutrazilado ou
minimizado por mecanismos fisiolégicos in vivo resultando em pouco ou nenhum
efeito hipotensor, passamos a estudar as fragdes de M. ilicifolia no modelo de
pressao arterial em ratos normotensos que permite avaliar inclusive a participacao
de outros mecanismos na agao envolvidos no efeito vasorrelaxante.

Os resultados deste estudo demonstram que a administragdo endovenosa

das fragdes sobrenadante etandlico da infusdo (SEI), sobrenadante etandlico da
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extracdo aquosa (SEEA), fragdo aquosa (FAQ) ou fragdo acetato de etila (FAE)
obtidas de M. ilicifolia reduzem significativamente a pressédo arterial média de
animais normotensos anestesiados. Este estudo demonstrou também que a acao
hipotensora das fragcdes SEEA e FAE da M. ilicifolia parecem envolver a producao
de o6xido nitrico e a abertura de canais de potassio. Os resultados do presente
estudo sdo relevantes tendo em vista a grande utilizagdo dessa planta pela
populacéao.

Os resultados deste trabalho mostram que todas as fragdes purificadas da
M. ilicifolia (SEI e SEEA) quando administradas intravenosamente nas doses que
variam de 10 - 30 mg/kg, apresentaram atividade hipotensora, in vivo (Figuras 3 e
4). Entretanto, a administragdo por via intravenosa do SEEA, apresentou melhor
eficacia em causar hipotensdo do que o SEI. Além disso a acdo do SEEA foi
dependente da dose, sugerindo que algum composto da planta provavelmente
age em um alvo farmacolégico, seja ele um receptor, uma enzima, um canal
ibnico ou outro alvo. (Figura 4). Apesar de ser uma fragdo semi-purificada, o
SEEA, quando administrado por via intravenosa, apresentou ag¢ao hipotensora,
consideravelmente potente, em baixas doses sugerindo a presenca de compostos
com poténcia elevada quando comparados a compostos quimicos isolados de
plantas. A exemplo disso, o rotundifolone, o maior constituinte do 6leo essencial
da Mentha vilossa foi capaz de promover redugao da pressao arterial de ratos
normotensos anestesiados com doses de 1, 5, 10, 20 e 30 mg/kg (GUEDES, et
al., 2002).

Observou-se que o tempo necessario para o retorno da PAM para os
valores basais ap6s a administracdo endovenosa de cada fragao foi relativamente

curto, mas diretamente relacionada a hipotensao produzida por cada dose (dados
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nao mostrados). Este retorno a PAM basal em curto (de 2 a 15 minutos, de
acordo com a dose) prazo demonstra que o efeito hipotensor é reversivel (dado
farmacologicamente importante porque o efeito hipotensor nao vai inativar o alvo
para sempre) e/ou pode estar relacionado a uma biotransformagao rapida do
SEEA. Além disso, a reversado rapida do efeito sugere a auséncia de lesao
tissular. A manutencao da hipotensao caracteristica de cada dose mesmo quando
o SEEA foi administrado em sequéncias alternadas nos mesmos animais também
nos sugere um efeito especifico e nao lesivo.

Uma variedade de efeitos fisioldgicos das catecolaminas sdo mediados
pelos receptores aq-adrenérgicos. Dentre esses efeitos destacam-se
glicogendlise, a contratilidade do trato urinario e a pressao arterial (CAVALLI, et
al., 1997). Assim, além de testarmos o SEEA em ratos normotensos, buscamos
analisar a acado dessa fracdo em ratos com a PAM média elevada, o que poderia
se assemelhar a uma condi¢cdo de hipertensdo transitéria ou aguda. Para isso
utiizamos a infusdo continua de fenilefrina (agonista aq-adrenérgico) que
determina um aumento na PAM e uma bradicardia reflexa (PARATI et al., 1995).
De acordo com a literatura, esse modelo de infusdo continua é utilizado para
administrar drogas em pequenas quantidades e de uma forma lenta e
permanente. SILVA-SANTOS e colaboradores (1999) usaram a técnica para
infundir outras drogas (doadores de NO) e na presenca destas administrar
fenilefrina (3 10 e 30 nmol/kg). A dose de fenilefrina que usamos (20 nmol/kg/min)
foi escolhida por promover elevacdo da PAM sustentada por um periodo de tempo
suficiente para realizar a administracao do SEEA em intervalos determinados.

Como a administracdo endovenosa do SEEA obtida da M. ilicifolia teve

maior poténcia e maior eficacia do que o SEI resolvemos testar o SEEA no
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aumento da pressao arterial induzido pela fenilefrina em ratos. A administragcéao
intravenosa de 5 ou 10 mg/kg do SEEA obtida de M. ilicifolia, promoveu efeito
semelhante na presenga e na auséncia da fenilefrina, indicando que estas
concentracdes de principios ativos presentes no SEEA s&o insuficientes para
alterar a hipertensao induzida pela felinefrina em ratos. (Figura 5). Entretanto, o
SEEA na dose de 30 mg/kg causou hipotensao nos animais com pressao arterial
aumentada pela presenca da fenilefrina. Este efeito foi menor do que o obtido no
grupo controle (sem fenilefrina), porém foi semelhante aquela causada pela ACh
na presenga da fenilefrina (dados ndo mostrados). Estes dados mostram que a
ACh e o SEEA apresentaram intensidade de acdo semelhante na presenca da
fenilefrina.

O sistema nervoso central é conhecido por influenciar diretamente a
pressao arterial, em grande parte, por a¢cdes do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico - nervo vago (COLOMBARI, et al., 2001). A acao central ou
reflexa de nervos simpaticos periféricos causa vasoconstricdo que pode aumentar
a resisténcia vascular periférica mantendo ou elevando a pressao arterial. Esse
processo garante ao organismo a perfusdo adequada dos tecidos em diversas
situagdes cotidianas (GIANNATTASIO, et al.,, 2007). MCQUEEN et al., (2007),
através da técnica da vagotomia (secgao bilateral do nervo vago) investigaram a
participacdo do nervo vago nas alteragdes respiratorias, migragao de neutroéfilos
para os pulmdes e pressao arterial. MEDEIROS et al (2006) utilizaram a mesma
técnica para avaliar o efeito do extrato de folhas de Sida cordifolia no sistema
cardiovascular e, observaram que ratos vagotomizados tinham uma redugéo da
resposta hipotensora. Assim através da secgao bilateral do nervo vago buscamos

investigar a participacdo da transmissao vagal no efeito do SEEA na PAM.
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Nossos resultados indicam que a hipotensdo causada por esta fragao parece
ocorrer de forma independente da transmisséo vagal, pois o0 SEEA néo foi capaz
de alterar a resposta pressorica dos animais que sofreram seccgao bilateral do
nevo vago (Figura 6).

De acordo com MEDEIROS e colaboradores (2006) um extrato pode
estimular o nervo vago e este ativar outros mecanismos como, por exemplo, os
receptores muscarinicos. Ou ainda, um extrato vegetal ou fragdo pode atuar
diretamente sobre esses receptores levando a uma hipotensdo. O extrato de
folhas de Sida cordifolia parece estar agindo dessa forma, sobre o nervo vago ou
diretamente sobre os receptores muscarinicos endoteliais (MEDEIROS, et al.,
2006). Para avaliar a participagao desses receptores na hipotensédo gerada pelo
SEEA utilizamos a atropina (antagonista de receptores muscarinicos) e
observamos que na presencga desse antagonista ndo houve mudancga significativa
da resposta ao SEEA (Figura 7B). Esse dado nos sugere que a fragcdo SEEA
promove acdo hipotensora sem a participacdo dos receptores muscarinicos, de
forma significativa.

Outro fator importante no controle da PAM sao os receptores f3-
adrenérgicos, que tem um papel fisiolégico importante na regulagédo do ténus
vascular. A ativacdo de receptores [-adrenérgicos periféricos conduz a um
relaxamento do musculo liso vascular, participando assim do controle da
resisténcia vascular periférica e a distribuicdo de sangue para os diferentes
6rgdos (GUIMARAES et al.,, 2001). A participacdo desses receptores, na
hipotensao causada pelo SEEA, foi avaliada por meio da utilizacdo do propranolol

(bloqueador de receptores B-adrenérgicos). Quando administrado na presenca
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dessa droga nao houve modificacdo da PAM (Figura 7A) indicando que a agao do
SEEA nao envolve de forma significativa a participacdo desses receptores.

Como RATTMANN, et al., (2006) ja haviam investigado a participagédo de
outros receptores situados na membrana das células endoteliais, como receptores
bradicinérgicos e histaminéricos e verificaram que estes nao interferem na
resposta vasorrelaxante do SEEA, optamos por n&o investigar a participagao
desses receptores neste estudo, porém, caso haja necessidade, outros
receptores poderao ser estudados posteriormente.

Mediadores endoteliais, como o NO, contribuem ativamente para o controle
da homeostase vascular. O NO foi denominado, inicialmente como fator relaxante
derivado do endotélio (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). O NO é conhecido por
participar de varias funcgbes fisioldgicas como neurotransmissédo, imuno-
modulagado, vasodilatagcdo, dentre outras varias atividades (MONCADA et al.,
1991; BREDT et al. 1992). Alguns receptores quando estimulados por ligantes
especificos ativam a fosfolipase C (PLC) através de uma proteina G. A PLC,
promove a hidrélise dos fosfolipidios de membrana (fosofatidil-inositol-bifosfato —
PIP;) e os converte em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Griffith et
al., 1984). O IP; libera o calcio dos estoques intracelulares, o qual forma um
complexo com a calmodulina (MONCADA et al., 1989). Nas células endoteliais,
este complexo calcio-calmodulina ativa a enzima eNOS (6xido nitrico sintase
endotelial) e esta cataliza a reagdo de producédo do NO a partir do substrato L-
arginina (OPIE, 1998). De acordo com ARCHER et al., (1994), ao se difundir para
a musculatura lisa vascular, o NO parece promover modificacdes na interacdo dos
filamentos de actina e miosina, e ainda, modular a funcdo de canais i6nicos da

membrana das células musculares lisas.
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Para analisarmos a participacdo do Oxido nitrico no efeito hipotensor
induzido pelo SEEA utilizamos o inibidor da enzima oxido nitrico sintase (L-
NAME). Na presengca desta substdncia houve uma redugdo da hipotensao
causada pelo SEEA (Figura 8A e 8B) sugerindo que o NO tem importante
participacdo na redugcao da PAM gerada pelo SEEA. RATTMANN e colaboradores
(2006) ja haviam observado, através de testes in vitro, algumas vias envolvidas no
mecanismo de acédo dos SEEA e sugerido uma importante participagao através da
liberacdo de oOxido nitrico. Esses dados corroboram com os nossos resultados
indicando que o NO tem papel fundamental também na acido hipotensora
promovida pelo SEEA, in vivo.

Existem algumas drogas como o nitroprussiato de sodio e a nitroglicerina
que nao estimulam a producdo do NO através da NOS e sim, tem a capacidade
de doar NO ao organismo (IGNARRO, 2002). Sendo assim, buscamos investigar
a possibilidade do SEEA estar agindo através deste mecanismo. Para isso
utilizamos um protocolo em que administramos nitroglicerina na presenca do L-
NAME e observamos que ndo houve diferenga na resposta hipotensora desse
doador de NO na presenca do inibidor da NOS. A ACh, utilizada como controle,
também nao apresentou alteracdo de resposta na presenca do L-NAME.
Entretanto o SEEA teve sua resposta inibida quando administrado em animais
tratados com L-NAME (Figura 8C) sugerindo que o SEEA n&o se comporta como
um doador de NO, mas que precisa da NOS para produzir os seus efeitos
hipotensores.

O mecanismo de acgao pelo qual o NO causa vasodilatagdo, tem o
envolvimento e ativagdo da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) (STONE et al.,

1995). Essa enzima converte o nucleotideo GTP em GMPc (IGNARRO et al.,
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1987). O GMPc causa vasorrelaxamento periférico por ativar a proteina quinase
dependente do GMPc (PKG). A PKG ativada fosforila varias proteinas alvo
importantes, como canais ibnicos, receptores e enzimas, conduzindo a diminui¢cao
de calcio intracelular e relaxamento das células musculares lisas (FRIEBE et al.,
2003). A PKG também ¢é descrita por inibir a MLCK que, da mesma forma, causa
relaxamento do musculo liso e consequente, vasodilatacdo (VAN RIPER et al.,
1997). A participagcao da GC na acgao hipotensora do SEEA foi também avaliada
através do azul de metileno, um inibidor da dessa enzima. O azul de metileno foi
capaz de inibir de forma consideravel a acado hipotensora causada pelo SEEA
(Figura 9) sugerindo que o SEEA estimula a produgcdo de NO e este ativa a
guanilato ciclase soluvel, dando inicio a vasodilatagéo.

O NO pode participar da modulacdo de canais de potassio através do
GMPc, da PKG (STANDEN et al., 1998), ou ainda por agéo direta do 6xido nitrico
sobre os canais idnicos, incluindo canais de potassio (BOLOTINA et al., 1994).
Os canais de K sdo bem conhecidos por relaxar a musculatura dos vasos
sanguineos através da hiperpolarizagdo da membrana, que causa uma
diminuicdo na probabilidade dos canais de calcio dependentes de voltagem
estarem no estado aberto e, dessa forma, reduz os niveis de Ca*? intracelular
(TANAKA et al., 2000; WELLMANN, 2006). O influxo de Ca*? extracelular tem
papel importante na contragdo do musculo liso vascular (WANG, et al., 2008),
pois a MCLK fosforila diretamente a miosina de cadeia leve (MCL) em resposta ao
aumento nas concentragdes de Ca*® (GALLAGHER et al., 1997; KAMM et al.,
2001). Dessa forma a diminuigdo das concentragdes de Ca*? intracelular reduz a
atividade da MCLK. Sem a fosforilagcdo da MCL pela MCLK, nao ha interacdo com

os filamentos de actina, resultando no relaxamento do musculo liso vascular.
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Por esse motivo, avaliou-se a participacdo dos canais de K* no efeito do
SEEA e da FAE. Para isso foram utilizados trés diferentes bloqueadores de
canais idnicos: o tetraetilaménio (TEA), um bloqueador ndo seletivo de canais de
K*; 4—aminopiridina, um bloqueador seletivo de canais de K* ativados por
voltagem e a glibenclamida, um bloqueador seletivo de canais de K™ sensiveis ao
ATP. Na presenca do TEA ou da 4-aminopiridina a hipotensdo causada pelo
SEEA foi inibida de forma consideravel, confirmando o envolvimento dos canais
de K no mecanismo de acédo das substancias presentes no SEEA e, ainda a
participagéo dos canais de K" ativados por voltagem na ag&o hipotensora dessas
fracoes (Figura 10 e 11; tabela 1 e 2). Quando essas mesmas fragdes foram
administradas em presenca da glibenclamida, tiveram sua ac&do hipotensora
inibida (Figura 12; tabela 3). Porém essa inibicdo foi menor do que aquela
causada pelos demais bloqueadores. Esse dado nos indica que existe o
envolvimento dos canais de K* sensiveis ao ATP na hipotensdo causada pelo
SEEA. De acordo com ZYGMUNT et al., (1996) resultados como estes podem
indicar que varios tipos de canais de K™ est&o envolvidos na hiperpolarizacdo e no
relaxamento dependente de endotélio. RATTMANN et al.,, (2006) ja haviam
descrito o envolvimento dos canais de potassio no relaxamento de aorta isolada
de rato promovido pelo SEEA, corroborando nossos resultados e reforgando a
hipétese da importante participagao desses canais idnicos na hipotensao causada
pelo SEEA. Reforcando ainda mais esta hipotese, STANDEN e colaboradores
(1998) sugerem que, substancias que, de algum modo, ativem a guanilato ciclase
podem hiperpolarizar o musculo liso através da ativacdo dos canais de K.

Também testamos a FAE (fracdo obtida a partir do SEEA) para verificar

sua acao sobre os niveis pressoricos dos animais € comparar seus efeitos com
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aqueles do SEEA. Observamos que esta fragcdo causa uma hipotensdo maior
quando comparada com o SEEA. Também testamos a fracdo FAQ, entretanto
essa fracdo produziu uma hipotensdo menor que o SEEA, enquanto a FAE
apresentou a maior reducao dos niveis pressoricos dos animais normotensos
(Figura 13). Essa potencializagdo do efeito fica mais evidente a medida que as
doses sdo aumentadas. Ainda em relagdo a FAE, a dose de 30 mg/kg gera uma
hipotensdo acentuada e persistente, que causa a morte de 80% dos animais
utilizados neste experimento. Esses dados nos sugerem que compostos
biologicamente ativos na PAM podem estar em maior concentragao na FAE do
que nas demais fragdes testadas. No entanto, ndao podemos descartar a hipotese
de que esta fracdo contenha compostos/produtos utilizados no seu isolamento,
fracionamento e que sejam responsaveis pela morte dos animais. Ao
investigarmos o mecanismo de agado envolvido no efeito hipotensor da FAE
observamos que essa fragao parece agir pelas mesmas vias da fragdo SEEA, ou
seja, NO/GMPc/canais de K" (Figuras 14 e 15; tabela 4).

Vaérios metabdlitos com potenciais propriedades bioldgicas estao presentes
no cha das folhas da M. ilicifolia, incluindo flavondides, triterpenos como friedelina
e friedelanol (ALBERTON, et al., 2002; CARVALHO, 2006) e sesquiterpenos.
Algumas das descrigdes que destacam as acgbes destes compostos sdo as de
MAHATO, et al.,, (1988) que sugerem que os triterpenos tém atividades
antimicrobiana, antiinflamatoria, citotoxica e ainda sobre o sistema cardiovascular.
Outros pesquisadores também evidenciaram a acdo hipotensora do Oleo
essencial da Alpinia zerumbet. Tal efeito foi atribuido ao terpeno-4-ol, maior
constituinte desse 6leo essencial (LAHLOU, et al., 2002). JIAO, et al., (2007)

sugerem que o composto isolado friedelina promove uma resposta vasodilatadora
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em aorta toracica de rato. Alguns estudos mostraram a presencga de diversos tipos
de flavonol-3-O-glicosideo como a rutina, quercetina, hiperosideo, isoquercitina e
kaempferol. De acordo com ERLUND, et al., (2000) a quercetina e a rutina sao
usados em muitos paises como vasoprotetores e sao ingredientes de muitas
preparagdes vitaminicas e remédios fitoterapicos. FORMICA, et al., (1995)
sugerem que a quercetina tem ac¢ao antiinflamatéria, além de prevenir a formagéao
de placas aterosclerdticas e a agregacdo plaquetaria. Também promove
relaxamento do musculo liso vascular. Ainda parece ter acdo antiviral e
propriedades carcinostaticas.

Em investigagcdes mais recentes DE SOUZA et al., (2008) demonstraram
que a fragdo SEEA possui afzelequina, epiafzelequina, catequina, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina e taninos condensados. LORENZ et al., (2004)
descreveram efeito vasorrelaxante para epigalocatequina-3-galato, obtida do cha
verde. Essa atividade foi relacionada a ativagao da enzima o6xido nitrico sintase
endotelial. Destacamos aqui que a acao vasorrelaxante, in vitro, provocada pelo
SEEA também é dependente de éxido nitrico (RATTMANN, et al., 2006).

Diversas classes de metabdlitos secundarios com atividade hipotensora
poderiam estar presentes nestas fracbes da espinheira santa estudadas por noés.
Dentre estas classes, os compostos fendlicos sdo especialmente importantes em
funcdo das varias atividades bioldgicas a eles atribuidas e também por inibirem
parametros importantes para o sistema cardiovascular. Alguns autores sugerem
que a presengca de polifendis em plantas esta relacionada a efeitos
cardiovasculares benéficos (HERTOG et al., 1993; KNEKT et al., 1996).

Existem estudos sugerindo que polifendis oriundos do vinho tinto reduzem

o desenvolvimento de aterosclerose em modelos experimentais (VINSON, et al.,
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2001; BENTZON, et al., 2001; AUGER, et al., 2002). Esses polifendis do vinho ou
de extrato de suco de uva reduzem a pressao arterial em modelos de ratos
hipertensos através do tratamento com L-NAME e acetato desoxicorticosterona
(DOCA-salt) sal (SOARES DE MOURA, et al., 2002; BERNATOVA, et al., 2002).
SARR e colaboradores (2006) sugerem que os polifendis do vinho reduzem a
hipertenséo e a disfungédo endotelial induzida pela infusdo de angiotensina Il (Ang
) em ratos. Esses pesquisadores atribuem tal agdo a habilidade desses
compostos polifendlicos em prevenir o estresse oxidativo vascular pela inibicao da
expressao da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase.

ZDUNCZYK et al. (2002) verificaram que extratos de catequina, obtidos do
cha verde, adicionados a dieta de ratos tiveram efeitos benéficos em reduzir o
colesterol total e a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Outro estudo sugere
que a administragcado oral de flavondides da planta Spergularia purpurea exibe
atividade diurética e antihipertensiva (JOUAD et al., 2001). De acordo com
MARON (2007) os polifendis inibem a oxidagdo das lipoproteinas de baixa
densidade, reduzem trombose, melhoram a funcdo endotelial e reduzem a
inflamacado. Em estudos realizados por LORENZ et al., (2004) ficou sugerido que
a catequina é capaz de estimular 6xido nitrico sintase endotelial.

Com estas informagdes e os nossos resultados podemos sugerir que a
catequina e seus derivados presentes na fragdo SEEA podem estar em maior
concentracdo na FAE e, desta maneira promovem a hipotensdao de forma
dependente de 6xido nitrico.

Nossos estudos nos permitem sugerir que o SEEA e a FAE, através de um
mecanismo ainda nao esclarecido, estimula a liberacdo de NO sintetizado pela

eNOS. O NO se difunde pelas membranas celulares e ativa diretamente a enzima
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guanilato ciclase soluvel a qual converte GTP em GMPc, dando inicio a uma
cascata de eventos que pode envolver a ativacdo da PKG e consequentemente a
inibicdo da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) promovendo o relaxamento
da vasculatura lisa vascular e ocasionando a hipotensdo. Também confirmamos a
participacao dos canais de potassio da membrana das células musculares lisas,
0s quais podem ser ativados diretamente pelo NO, bem como pelo GMPc e pela
PKG, levando a uma hiperpolarizagdo e conseqlientemente vasodilatagcdo e

hipotensao.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem sugerir que:

» As fracbes da M. ilicifolia possuem um ou mais componentes quimicos

(principios ativos) capazes de promover redugéo da presséo arterial média;

A administracdo via intravenosa da fragdo SEEA produz hipotensao

dependente da dose;

A resposta hipotensora induzida pelo SEEA n&do envolve, de forma

significativa, a transmiss&o vagal;

A reducgao da pressao arterial causada pelo SEEA nio envolve, de forma
significativa, a participagado dos receptores muscarinicos e dos receptores

B-adrenérgicos;

A fragdo acetato de etila (FAE) & mais eficiente em promover hipotenséo

quando comparada ao SEEA,;

A fragdo aquosa (FAQ) foi capaz de promover hipotensdo menor do que a

fragdo acetato de etila;
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» A acao hipotensora induzida pelo SEEA e pela FAE é dependente da
producao do oxido nitrico pela NOS, bem como da estimulagcdo da enzima

guanilato ciclase;

» Canais de potassio estdo envolvidos no efeito hipotensor produzido pelo

SEEA e FAE.
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