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RESUMO

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook € uma planta nativa das Américas Central e do Sul,
conhecida popularmente como Xaxim ou samambaiacu. Uma preparacdo fitoterapica das
partes aéreas da D. sellowiana tem sido testada clinicamente no Brasil para tratar a asma,
porém tem sido relatados efeitos benéficos no sistema cardiovascular. O objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos do extrato hidroalcodlico padronizado obtido das folhas da D.
sellowiana (EHDS) em aorta de rato e em artéria coronéria de porco, e ainda investigar as
propriedades antioxidantes deste extrato.

Em aorta de rato pré-contraida com fenilefrina, o EHDS causou relaxamento total, o
qual foi bloqueado pela remocdo do endotélio, ou incubacédo prévia de L-NAME (inibidor das
NO sintases), ODQ (inibidor da guanilil ciclase soltvel), caribdotoxina (CTX; bloqueador de
canais de potassio de condutancia intermediaria e alta ativados pelo calcio), ou atropina
(antagonista muscarinico), e foi parcialmente inibido por indometacina (inibidor da
ciclooxigenase), KT 5730 (inibidor da PKA) ou apamina (APA; bloqueador de canais de
potassio de baixa condutancia ativados pelo calcio). Além disso, o EHDS causou hipotensao
em ratos anestesiados, a qual foi inibida pela atropina, mas nao pela pirilamina (antagonista de
receptores H;). O EHDS (0,1 a 100 pg/mL) também apresentou uma forte atividade
sequestradora de todas as espécies reativas testadas (sDPPH, O,", ‘OH e H,0,), protegeu
células endoteliais contra o estresse oxidativo causado pelo H,0,, através de mecanismos que
independem do aumento da atividade da catalase, e exerceu um efeito protetor contra a
peroxidacdo lipidica em ratos. Além disso, foi investigado o mecanismo de acdo pelo qual o
EHDS estimula a formagdo do NO em artérias coronarias de porco e em cultura de células
endoteliais deste vaso. O relaxamento arterial dependente do endotélio e produzido pelo EHDS
foi fortemente inibido pelo L-NA (inibidor das NOS), pela combinacdo do L-NA, CTX mais APA,
pelo MNTMPyP (um mimético da SOD permeavel a membrana), pela PEG-catalase (analogo
da catalase permeavel & membrana). A combinagdo da CTX mais APA (inibidores da resposta
vasorrelaxante mediada pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio), o calmidazdlio
(inibidor da calmodulina) e o PP2 (inibidor da Src quinase) inibiram parcialmente o relaxamento
induzido pelo EHDS. Em células endoteliais, 0 EHDS causou a fosforilagédo sustentada da Akt e
da eNOS no residuo de Serll77, a qual foi abolida pelo MnTMPyP, PEG-catalase e
wortmaninaa.

Em conjunto, os resultados demonstram que o extrato hidroalcodlico padronizado da D.
sellowiana possui substancias capazes de induzir relaxamento vascular e hipotensdo. O
mecanismo responsavel pelos efeitos vasculares do EHDS em ratos envolve a ativagdo de
receptores muscarinicos, estimulacdo da via NO/guanilil ciclase, e abertura de canais de

potassio. Além disso, o EHDS também causa relaxamento dependente do endotélio e do NO
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em artérias corondrias de porco. Este efeito envolve a ativacdo redox-sensivel da via Src-
PI3K/Akt a qual, por sua vez, causa a fosforilagdo da eNOS, resultando no aumento da
formacdo do NO em anéis de artéria coronéria e em células endoteliais. A ativacdo da eNOS
pela calmodulina contribui parcialmente para o efeito do EHDS. O EHDS também apresenta
uma importante atividade sequestradora de radicais livres, a qual pode contribuir para a
preservacdo do NO produzido endogenamente. Portanto, nosso estudo sugere que o EHDS e
preparacdes obtidas da D. sellowiana podem ser Uteis para auxiliar no tratamento de varias

condi¢cBes patoldgicas relacionadas a disfungéo endotelial.
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ABSTRACT

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook, a plant native to Central and South America,
popularly known as “Xaxim”, is currently under clinical tests in Brazil against asthma, but has
been associated with beneficial effects on cardiovascular system. We have thus investigated
the effects of HEDS on contractility of both rat aortic and porcine coronary artery rings, as well
as the antioxidant properties of this extract.

In phenylephrine-contracted rat aortic rings, HEDS caused a complete relaxation which was
fully prevented by endothelium removal, L-NAME (a nitric oxide synthase inhibitor), ODQ (a
guanylate cyclase inhibitor ODQ), charybdotoxin (CTX; a large and intermediate-conductance
calcium-activated potassium channel blocker), or atropine (a muscarinic receptor antagonist),
and patrtially inhibited by indomethacin (a cyclooxygenase inhibitor), KT 5730 (a PKA inhibitor)
and apamin (APA; a small conductance calcium-activated potassium channel blocker inhibitors).
In addition, HEDS caused hypotension in anaesthetized rats, an event also inhibited by
atropine, but not pyrilamine (a histaminic H; receptor antagonist). The HEDS (0.1 to 100 pg/mL)
exhibited a strong scavenging effect against all reactive species tested (sDPPH, O,", ‘OH and
H,0,), and protected endothelial cells against H,O,-induced oxidative stress, entirely via
catalase-independent mechanisms. In addition, HEDS exerted a protective effect against lipidic
peroxidation in rats. We also investigated whether phenolic compounds present in HEDS
triggered the endothelial formation of nitric oxide (NO) and characterized the underlying
mechanisms in porcine coronary artery rings and its endothelial cells. The endothelium-
dependent relaxation induced by HEDS was strongly reduced by L-NA (an eNOS inhibitor), the
combination of L-NA, CTX plus APA, MNnTMPyYP (a membrane permeant mimetic of superoxide
dismutase-SOD), PEG-catalase (a membrane permeant analogue of catalase), or wortmannin
(an inhibitor of PI3K/Akt pathway). The combination of CTX and APA (inhibitors of endothelium-
derived hyperpolarising factor-mediated responses), calmidazdlio (a calmodulin inhibitor), or
PP2 (an inhibitor of Src kinase) partially inhibited HEDS-induced relaxation. In endothelial cells,
HEDS caused a sustained phosphorylation of Akt and eNOS at Serl1177 residue, which was
abolished by MNTMPyP, PEG-catalase, and wortmannin.

Taken together, our results reveal that the standardized hydroalchoolic extract from D.
sellowiana contains substances which display vasodilatory properties both in vivo and in vitro.
The mechanisms responsible for the vascular effects of HEDS involve activation of muscarinic
receptors, stimulation of the nitric oxide-guanilate cyclase pathway, and opening of calcium-
activated potassium channels in rats. Additionally, the HEDS also causes endothelium- and NO-
dependent relaxation in coronary arteries. This effect involves the redox-sensitive activation of
the Src-PI3-kinase/Akt pathway that, in turn, causes phosphorylation of eNOS, resulting in

increased formation of NO in both coronary artery rings and endothelial cells. The vascular
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relaxation induced by HEDS, at least part, is consequence of eNOS activation by calmoduline.
Moreover, HEDS presents an important “scavenger” activity against free radicals, which can
contribute for the preservation of endogenously produced NO. Therefore, our study discloses
that HEDS, and preparations obtained from D. sellowiana, may be usefull to improve the

management of several pathological conditions related to endothelial dysfunction.



| INTRODUCAO

Alteracbes vasculares morfofuncionais sdo a origem da maior parte das
patologias cardiovasculares, incluindo a aterosclerose, as cardiopatias isquémicas, 0S
acidentes vasculares cerebrais e as isquemias vasculares periféricas, as quais sao de
longe a primeira causa de mortalidade no mundo, contabilizando 52% do numero de

mortes no ano de 2002 (Figura 1).
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Figura 1: Causas de mortalidade no mundo em 2000 (Modificado de Anselm 2007).

*Doencas cardiovasculares, doenca cardiaca isquémica e doencgas cerebrovasculares.

No Brasil, neste mesmo ano, as doencas cardiovasculares também foram
responsaveis pelo maior nimero de casos de morte, em relacdo ao total de Obitos
ocorridos no mesmo periodo, o qual correspondeu a 27,5%. Na sequéncia aparecem
as neoplasias (12,7%), causas externas (12,5%), doencas do aparelho respiratorio

(9,3%), doencgas enddcrinas, nutricionais e metabdlicas (5,0%), doencgas infecciosas e



parasitarias (4,7%), doencas do aparelho digestivo (4,5%), algumas afeccdes do
periodo perinatal (3,9%), doencas do sistema nervoso (1,2%) e malformacfes
congénitas (1,0%) (Nogueira, 2004).

No ano de 2005, as doencas relacionadas ao sistema circulatério continuaram
sendo a principais causa de mortalidade no pais. As patologias que compreendem este
sistema somaram 26,5 % das causas de mortalidade. Dentro deste grupo destacam-se
0 acidente vascular cerebral (AVC), a doenca isquémica do coracéo (infarto agudo do

miocardio), a hipertensao e a insuficiéncia cardiaca (Tabela 1).

Tabela 1: As dez principais causas de 6bito no Bras il no ano de 2005.
Ordem Causas NU,rngro %
de 6bitos
1 Doencas cerebrovasculares 90.006 10
2 Doencas isquémicas do coracao 84.945 9,4
3 Homicidios 47.578 53
4 Diabetes Melittus 40.317 4,5
5 Influenza e pneumonia 36.053 4,0
6 Doencas crbnicas respiratérias 36.555 4,1
7 Acidentes de transportes terrestres 35.994 4,0
8 Doencas hipertensivas 33.487 3,7
9 Insuficiéncia cardiaca 31.054 3,4
10 Afeccbes originadas no periodo perinatal 29.799 3,3

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude.

Apesar do progresso consideravel nos dominios da cirurgia e da terapéutica,
estima-se que as patologias cardiovasculares permanecerao na primeira posicao entre

as causas de mortalidade em todo o mundo em 2020 (Tabela 2).



Tabela 2: Previsao de causas de mortalidade em 2020

em nivel mundial.

em comparacdo com 1990

Doencgas ou lesbes em 1990 Ordem Doencgas ou lesdes em 2020
Doenca cardiaca isquémica (infarto) 1 Doenca cardiaca isquémica (infarto)
Doenca cerebrovascular (AVC) 2 Doenca cerebrovascular (AVC)
Acidentes rodoviérios 3 Depresséao unipolar
Canceres de traquéia, brébnquios e 4 Canceres de traquéia, brébnquios e
pulmbes pulmbes
LesBes ao proprio corpo 5 Acidentes rodoviarios
Afecc¢Bes originada no periodo perinatal 6 Abuso do alcool
Infec¢cBes do trato respiratério inferior 7 Osteoartrites
Anomalias congénitas 8 Deméncias e outras disfuncdes do

SNC
Canceres do colon e reto 9 Doenca pulmonar obstrutiva crénica
Cancer de estbmago 10 Lesdes ao proprio corpo

Fontes: Murray and Lopez. Global Burden of Disease Study, 1997.

As pesquisas na area cardiovascular evoluiram bastante nos ultimos vinte anos,
principalmente no que se refere aos conhecimentos em biologia celular e molecular. Os
trabalhos realizados permitiram identificar varios fatores envolvidos na homeostase
vascular. Nestas investigacdes, o endotélio vascular, uma monocamada de células que
reveste internamente o vaso, tem apresentado um papel crucial na regulacdo de varios
processos vasculares fisiologicos e patolégicos. Mais do que uma barreira fisica, ele
representa um verdadeiro 6érgéo capaz de produzir diversas substancias que regulam o
tbnus vascular, bem como interferem nos processos de inflamacédo, coagulacéo e
angiogénese. Assim, qualquer desequilibrio na producdo dos fatores endoteliais
conduz a disfuncdo endotelial, um evento que caracteriza e geralmente precede as

doencas cardiovasculares. A pesquisa de novos medicamentos que atuem diretamente
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sobre o endotélio vascular e visem o restabelecimento da sua funcdo é um foco
importante dos estudos atuais relacionados ao sistema cardiovascular.

Neste contexto, varios estudos epidemiolégicos tém mostrado que o consumo
moderado de polifendis (substancias naturais vastamente distribuidas no reino vegetal
e gque integram a alimentacdo humana) estd inversamente relacionado ao surgimento
de doencas cardiovasculares, pois produzem efeitos benéficos como a melhora da
funcdo endotelial, reducédo da pressédo arterial e diminuicdo da agregacao plaquetaria
(Stoclet et al. 2004). A natureza exata destes efeitos protetores continua a ser
investigada, mas pode estar relacionada em parte a sua acao antioxidante, bem como
a acdo direta dos compostos polifendlicos no endotélio vascular. Atualmente sabe-se
gue um importante alvo dos polifendis € o endotélio. Essas moléculas sdo capazes de
ativar diferentes vias de sinaliza¢do nas células endoteliais relacionadas a secrecao de
fatores vasorrelaxantes protetores e a inibicdo de fatores vasoconstritores, e isso pode
contribuir para os demais efeitos benéficos atribuidos a estes compostos.

No decorrer deste trabalho foram investigados os efeitos protetores da planta
Dicksonia sellowiana (popularmente conhecida como Xaxim) sobre o sistema vascular,
através da analise do papel do endotélio na modulagdo do ténus vascular induzida

pelos seus polifendis.

1.1 Aspectos fisiologicos e patologicos do endotélio va scular

1.1.1 Estrutura histolégica dos vasos sanguineos

A parede vascular das artérias e das veias, exceto dos pequenos vasos, é

composta por trés camadas organizadas em torno de um canal central por onde



percorre o sangue. Do exterior até a luz do vaso distinguem-se a camada adventicia, a

camada média (células musculares lisas) e a camada endotelial (Figura 2).

Membrana
Corrente eldstica Camada
sanguinea interna adventicia

Corte transversal
da parede arterial

Camada de células Camada de células
endoteliais musculares lisas

Figura 2: Corte transversal da parede arterial  enfatizando a camada adventicia, a camada
média, constituida por células musculares lisas, e a camada intima ou endotelial, constituida
por uma linha Unica de células endoteliais. Estas células desempenham um importante papel
na regulacdo da homeostase vascular atravées da liberacdo de mediadores vasoativos

(esquema modificado de Servier Medical Art — Powerpoint Image Bank).

A camada adventicia é a camada mais externa da parede vascular. Sua
espessura varia de acordo com o tipo de vaso e localizacdo. Ela € constituida de um
tecido conjuntivo denso composto de fibroblastos e de macréfagos residentes, fibras
colagenas, elasticas, e terminacfes nervosas que podem liberar diferentes fatores
vasoativos. A camada adventicia das artérias de grande calibre contém vasos
sanguineos (arteriolas, vénulas, capilares, vasos linfaticos) chamados vasa vasorum,

gue fornecem oxigénio e nutrientes a camada média. Varios trabalhos demonstram que



a producdo de fatores vasoativos pela camada adventicia ndo é limitada as
terminacfes nervosas. Os fibroblastos da adventicia sdo capazes de produzir
substancias vasoativas como o NO (Kleschyov et al., 1998; Kleschyov et al.,2000b) ou
anions superoéxido (Pagano et al., 1997), podendo assim interferir no tdnus vascular.

A camada média, a mais espessa, € composta basicamente por células
musculares lisas e elastina. Esta camada é responséavel pelo aumento ou reducdo do
diametro do vaso, 0 que resulta respectivamente do relaxamento e da contragéo
vasculares. Neste processo, suas células recebem 0s sinais quimicos provenientes do
endotélio, dos terminais nervosos ou do intersticio. A contracdo das células musculares
lisas ocorre como consequéncia do aumento da concentracdo citosélica do Ca**,
devido & liberacdo do Ca®" a partir dos estoques intracelulares e/ou entrada do Ca?" de
origem extracelular. O Ca*" livre, ao se ligar & calmodulina, ativa a quinase da cadeia
leve de miosina (MLCK) a qual fosforila a cadeia leve da miosina (MLC). Esta
fosforilacdo permite a interagdo com os filamentos de actina e resulta na contracdo
muscular (Walker, 1994). O relaxamento geralmente ocorre em consequéncia da
diminuicdo do Ca** intracelular, reduzindo a fosforilagdo das cadeias leves de miosina
(MLC) pela miosina fosfatase. Diversos vasodilatadores agem sobre o0s niveis de
adenosina 3’, 5° — monofosfato ciclico (AMPc) e de guanosina 3’, 5 — monofosfato
ciclico (GMPc) os quais ativam respectivamente a proteina quinase A (PKA) e a
proteina quinase G (PKG). A PKA e a PKG fosforilam e inativam a MLCK, favorecendo
a perda do tbnus muscular. O estado de contracdo e relaxamento das células
musculares lisas define assim o nivel de pressao arterial e o aporte do fluxo sanguineo
em funcdo das necessidades metabdlicas (Michel, 1998).

A camada intima, por sua vez, encontra-se em contato direto com o sangue e é

composta por uma Unica camada de células endoteliais. Estas células sintetizam e



liberam diferentes mediadores (discutidos a seguir) que interferem em processos

fisiologicos e patologicos relacionados & homeostase vascular.

1.1.2 Func¢des do endotélio vascular

O endotélio vascular ndo é somente uma monocamada de células que separa o
sangue circulante da parede dos vasos, como se imaginava no passado, mas é um
orgao dinamico que responde a diversos estimulos fisicos e humorais. A superficie total
estimada do endotélio vascular nos humanos corresponde a 350 m? (Pries et al., 2000).
A sua vasta distribuicdo e a sua localizacdo estratégica na interface sangue/tecido
favorecem o desempenho de diversas funcdes relacionadas a homeostase vascular
(Furchgott & Zawadzki, 1980 ; Michiels, 2003).

As células endoteliais sintetizam e liberam varios fatores envolvidos em
numerosos processos fisioldgicos, dentre os quais a coagulacdo, a fibrindlise, a
angiogénese e a manutencdo do tbnus vascular. Estes fatores s&do secretados
principalmente quando o endotélio € ativado por agonistas que estimulam receptores
acoplados a proteinas G e geram um aumento da concentracgéo intracelular do Ca*
nas ceélulas endoteliais. S&o estes agonistas: (1) os neurotransmissores acetilcolina,
noradrenalina, ATP e substancia P, (2) os hormdnios circulantes catecolaminas,
vasopressina, angiotensina Il, insulina; (3) os autacoides bradicinina, histamina, ADP,
endotelina, (4) os produtos da coagulacdo sanguinea como a serotonina e a trombina.
Além dos estimulos quimicos, existe ainda um importante estimulo fisico, o shear
stress, ou estresse de cisalhamento, o qual corresponde a for¢a que o fluxo sanguineo
exerce nas células endoteliais e que gera a sintese e liberacdo de mediadores

vasorrelaxantes (Matlung et al., 2009).



1.1.2.1 Envolvimento do endotélio na regulacio da c¢ oagulacdo e da

fibrindélise

A superficie de um endotélio sadio é anticoagulante e antitrombdtica, pois o
endotélio secreta uma variedade de moléculas que permitem regular a coagulacéo do
sangue e a funcao plaquetéria. A prostaciclina (PGl,), derivada do acido araquidénico,
e o NO séo os principais agentes produzidos pelo endotélio que inibem a funcéo
plaguetaria (Cines et al., 1998). Esses dois fatores sdo continuamente sintetizados e
liberados pelas células endoteliais. Além disso, certas moléculas envolvidas no
processo de coagulacdo (ex: bradicinina e trombina) induzem a producdo destes
fatores como forma de limitar a formacéo do coagulo.

As células endoteliais expressam na superficie moléculas glicosaminoglicanas,
gue sao polimeros de acucares sulfatados e aminados como a heparina, as quais se
ligam a antitrombina, um inibidor capaz de neutralizar a trombina (Bauer et al., 1996).
Além disso, o endotélio é capaz de catalisar a ativacao da proteina C pela trombina
(Esmon e Esmon 1988). A proteina C ativada ira se opor a coagulacao inibindo dois
importantes fatores de coagulacéo, os fatores Va e Vllla.

O endotélio também pode secretar fatores pro-coagulantes, dentre os quais o
fator ativador de plaquetas (PAF) e o fator de von Willebrand (VWVF). O primeiro é
liberado pelo endotélio logo que este é estimulado pela trombina, histamina ou por
citocinas. O segundo é secretado constitutivamente no plasma e na matriz
subendotelial e os seus niveis elevados tém sido relacionados ao risco de eventos

cardiovasculares e choque isquémico (Paulinska et al., 2009).



1.1.2.2 Papel do endotélio vascular na angiogénese

A angiogénese € o processo fisiolégico que permite a formagédo de novos vasos
a partir de uma rede capilar pré-existente (Carmeliet, 2003). A angiogénese é
indispensavel a numerosos processos fisiolégicos, tais como desenvolvimento
embrionério, implantacdo da placenta, reparagdo de danos teciduais, durante a
isquemia do miocardio ou dos membros inferiores do corpo. Ela também participa de
importantes processos patolégicos tais como inflamacéo, isquemia, retinopatia
diabética e poliartrite reumatdide (Ferrara e Alitalo 1999). Os vasos sanguineos
formados permitem assegurar a funcao essencial de nutricdo e de aporte de oxigénio
durante o crescimento. Por esta razdo, a angiogénese é particularmente envolvida no
crescimento dos tumores e no desenvolvimento das metastases.

O processo de formacao de uma nova rede vascular requer uma série de etapas
que envolvem ativamente as células endoteliais. A primeira etapa é a degradacédo da
membrana basal em torno do vaso pré-existente, apds a secrecao de proteases pelas
células endoteliais ativadas. As células endoteliais se desprendem e podem em
seguida migrar para o espaco intersticial e proliferar para depois se diferenciarem em
vasos sanguineos maduros. Entre essas proteases, podem ser citadas as
metaloproteinases da matriz (Conway, Collen et al. 2001).

O principal dentre os fatores angiogénicos é o fator de crescimento do endotélio
vascular (em inglés vascular endothelial growth factor - VEGF), que reconhece o0s
receptores distribuidos na superficie das células endoteliais. Sua fixagdo no receptor
gera uma cascata de sinalizag¢do intracelular que conduz a divisédo celular. Outro fator

pré-angiogénico é o fator de crescimento fibroblastico basico (basic fibroblast growth
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factor - bFGF), o qual exerce um potente efeito mitogénico e quimiotatico para as

células endoteliais, fibroblastos e células musculares lisas dos vasos.

1.1.2.3 Fatores envolvidos na regulacdo do tbnus va  scular

As células endoteliais produzem numerosos compostos vasodilatadores e
vasoconstritores que participam da regulagdo do tonus vascular. Dentre o0s
vasoconstritores liberados pelo endotélio podemos destacar alguns derivados do acido
araquiddnico (Miller et al., 1985), anion superoxido (Vanhoutte, 1988), a endotelina-1
(Yanagisawa et al., 1988) e a angiotensina Il (Veltmar et al., 1991). O endotélio relaxa a
musculatura lisa vascular por meio de trés mediadores principais: o oxido nitrico (NO)
(Furchgott, 1983; Hutchinson et al., 1987; Ignarro et al., 1987a; Palmer et al., 1987), a
prostaciclina (PGl,) (Moncada et al., 1976) e o fator hiperpolarizante derivado do

endotélio (EDHF) (Feletou & Vanhoutte, 1988).

1.1.2.3.1 Fatores vasoconstritores

Derivados do acido araquiddnico e as espécies reativas de oxigénio (ROS)

Foi demonstrado que o &cido araquiddnico € capaz de induzir uma contracao
dependente do endotélio em veia femoral de cdo e que esta resposta é bloqueada por
inibidores da cicloxigenase (COX) (Miller & Vanhoutte, 1985). O acido araquidénico
também pode ser oxidado pelas COX para produzir os endoperdoxidos que serdo a
origem das prostaglandinas E, (PGE,), F.q (PGF,), da PGI; e do tromboxano A; (TXA,).
O TXA; e a PGF, tem efeitos vasoconstritores. Entretanto, a producdo destes nédo é
suficiente para explicar a contracdo dependente do endotélio induzida pelo acido

araquidénico na veia femoral de cdo. As espécies reativas de oxigénio (ROS),
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especialmente os anions superoxido, sdo formados durante a ativacdo da COX. Os
anions superoxido séo capazes de diminuir a biodisponibilidade e a atividade bioldgica
do NO e assim favorecer a vasoconstricdo. O &cido araquidénico pode ainda ser
oxidado pela lipoxigenase e gerar produtos como o acido 15-s-hidroxieicosatetraendico

(15-HETE) podendo ocasionar uma contracao do vaso (Vanhoutte et al., 1988).

Endotelina

A endotelina (ET) € um vasoconstritor potente das células musculares lisas
produzido pelo endotélio. Ela permite manter o tonus vascular basal, mas seus efeitos
sdo modulados em fungdo das localizagcbes anatdbmicas e das condicoes
fisiopatolégicas. Ela é um peptideo, ou melhor, designa uma familia de peptideos
constituida de trés diferentes isoformas de endotelina: ET-1, ET-2 e ET-3 (Kedzierski e
Yanagisawa, 2001), que agem em dois tipos de receptores acoplados a proteinas G,
situados nas células musculares lisas (receptor A da endotelina - ET,) e nas células
endoteliais (receptor B da endotelina - ETg) (Sakurai et al., 1992). A acdo da ET-1 nos
receptores A nas células musculares lisas ocasiona uma potente contracdo, enquanto
gue sua agao nos receptores B induz a producdo do NO e da prostaciclina, opondo-se
paradoxalmente a contracdo, e explicando assim a vasodilatacdo frequentemente
observada antes da vasoconstricdo. A expressdo deste peptideo € estimulada pela
trombina, pelo Fator de Crescimento e transformacao 8 (transforming grownth factor S -
TGFB), adrenalina, éster de forbol e pelo iondforo de célcio A213187 (Perros &
Humbert, 2005). Além disso, nas doencgas cardiovasculares, € descrita uma importante
interacdo entre a ET-1 e a Angiotensina Il, outro importante mediador vascular,

(D'Orléans-Juste et al., 2008).
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Angiotensina Il

A célula endotelial € um importante sitio de conversdo da angiotensina | em
angiotensina Il, um octapeptideo que € o principal peptideo ativo do sistema renina-
angiotensina. Este sistema € ativado quando a baixa pressdo sangiiinea causa
reducdo do fluxo sanguineo pelos rins, estimulando a secrecdo renal da renina no
sangue. Esta enzima converte uma proteina plasmatica (substrato de renina) em
angiotensina |, a qual, por acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), é
convertida no produto biologicamente ativo, a angiotensina Il (Peach, 1977). Esse
hormbnio promove a vasoconstricdo e consequente retorno da presséo arterial aos
niveis de referéncia. Além disso, a angiotensina Il age nas glandulas supra-renais,
induzindo a liberagdo de outro horménio, a aldosterona, produzida no cortex destas
glandulas. A aldosterona exerce efeito direto sobre os rins, aumentando a reabsorcéo
de sédio e, portanto, aumentando o volume sanguineo e a pressao arterial (Guyton,
1991). Portanto, a angiotensina Il interfere na regulacdo da vasomotricidade e ainda no
equilibrio eletrolitico.

Uma das consequéncias funcionais da acdo em longo prazo da angiotensina no

sistema vascular é a hipertrofia da parede arterial e do ventriculo esquerdo, devido a

sua acdao hipertrofica e inibidora de apoptose (Schiffrin e Touyz, 2004).

1.1.2.3.2 Fatores vasodilatadores

Oxido Nitrico (NO)

O NO é um dos mediadores vasoprotetores mais importantes secretados pelo
endotélio. Ele € um gas soluvel, radical livre, sintetizado de maneira continua pelas
células endoteliais através da enzima NO sintase (eNOS). Esta enzima catalisa a

producdo do NO a partir do aminoacido L-arginina. O relaxamento da musculatura lisa
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adjacente resulta da ativacdo da guanilil ciclase soluvel pelo NO (Bian & Doursout,

2008) (maiores detalhes no item 1.2.3).

Prostaciclina

A prostaciclina (PGIl;) foi o primeiro mediador vasorrelaxante endotelial
identificado e é o mais abundante produto do acido araquid6nico produzido pelo tecido
vascular. Assim como o NO, a PGl representa um mecanismo de acao local importante
para a regulacdo do tbnus vascular. Seus efeitos na vasodilatacdo, bem como na
inibicdo da agregacéao plaquetaria estdo bem caracterizados (Vane et al., 1990).

A sintese da PGI, € iniciada pela acdo da enzima fosfolipase A, sobre os
fosfolipidios de membrana, promovendo a liberacdo do acido araquiddnico que o0s
compde. A ativacdo da fosfolipase D também foi descrita como uma via adicional para
esta mobilizacdo do acido araquidénico (Wright & Malik, 1996; Ruan et al., 1997). O
acido araquidénico liberado é oxidado pela enzima cicloxigenase dando origem a PGG,,
0 gual é reduzida a PGH,, ainda pela cicloxigenase. Por fim, a enzima prostaciclina
sintase converte o PGH, a PGIl, (Moncada et al., 1976; Smith et al., 1996; Vane et al.,
1998). Depois de sintetizada e liberada, a PGl, exerce o seu efeito localmente, e &
rapidamente convertida a um metabdlito inativo através de um processo ndo enziméatico
(Moncada et al., 1977; Vane et al., 1998).

Em seu mecanismo de acdo vasorrelaxante, a PGl, produzida pelas células
endoteliais promove a ativacao de receptores acoplados a proteina G na membrana das
células da musculatura lisa. A estimulagdo desses receptores aumenta a concentragdo
citosolica do AMPc, segundo mensageiro que ativa a proteina quinase A (PKA)
(Hopkins e Gorman, 1981). A ativagdo desta quinase impede a interagdo actina-

miosina, ocasionando o relaxamento vascular (Bennett, 1995).
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Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF)

Os mediadores mais bem caracterizados, produzidos pelas células endoteliais,
sdo o NO e a PGl,, responsaveis pelo relaxamento vascular induzido por diversos
agonistas e por processos mecanicos como o estresse de cisalhamento. Entretanto,
mesmo na presenca de inibidores da sintese de Oxido nitrico, como os analogos da L-
arginina (L-NAME e L-NMMA), ou de inibidores da sintese de prostaciclina
(indometacina), muitos vasos sanguineos (principalmente os de pequeno diametro)
ainda respondem a estimulos quimicos ou mecanicos com relaxamento vascular
dependente do endotélio. Essa vasodilatacdo parece ser mediada por uma
hiperpolarizag&o celular, originalmente atribuida a liberacdo de um fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF), capaz de ativar canais de potassio presentes nas células
do masculo liso vascular (Garland e McPherson, 1992; Nagao e Vanhoutte, 1992).

A natureza quimica deste fator endotelial ainda suscita véarias interrogacdes. A
vasodilatacdo induzida por este composto ocorre com participacao ativa dos canais de
potassio dependentes do Ca®** (Kc.), especialmente os de condutdncia baixa e
intermediaria (Félétou, 2009). A transmissdo da hiperpolarizacdo gerada nas células
endoteliais para as células musculares lisas parece ocorrer através das juncdes
mioendoteliais. A baixa concentracdo do K no espaco intercelular (entre o endotélio e
as células musculares lisas) pode ativar a Na'/K* ATPase e os canais de K" retificantes
e assim contribuir para a hiperpolarizagcdo. A hiperpolarizagcdo impede a ativacdo os
canais de Ca*® dependentes de voltagem e gera uma diminuicdo da concentracdo
citosélica do Ca** livre e o relaxamento vascular (para revisdo, ver Busse et al., 2002).

Os fatores responsaveis pela hiperpolarizacao atribuida ao EDHF séo secretados
apos a ativacao dos receptores de agonistas como a acetilcolina (ACh), a substancia P
(SP), a bradicinina (BK) e o ATP (Figura 3). Além disso, a for¢a de cisalhamento, exercida

pelo sangue sobre o endotélio vascular, é capaz de induzir uma vasodilatacdo pelo
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aumento da secrecdo do NO, do EDHF e da prostaciclina, além de inibir a secre¢do da
endotelina, um potente fator vasoconstritor (Cohen et al., 1995). O aumento da producao
do NO pode ser explicado pelo fato de que o fluxo gera uma rapida ativacado da eNOS e, a
médio prazo, um aumento da expressdo génica desta enzima por ativagdo da transcricao
da eNOS endotelial (Xiao et al., 1997). A vasodilatacdo, seja proveniente do estimulo
quimico (agonista) ou fisico (estresse de cisalhamento), € abolida ap6s a remocdo do
endotélio vascular.

ACh, S.P, BK, ATP
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Figura 3: Fatores vasorrelaxantes produzidos pelo e ndotélio vascular. Sao trés as
principais vias endoteliais que geram a vasodilatacdo: a via da prostaciclina (PGl,), a via de
producao do 6xido nitrico (NO) pela enzima eNOS, e a via do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF). Dependendo do tipo de vaso, todas estas vias podem ser ativadas apds a
estimulacéo de receptores das células endoteliais em cuja via de sinalizacdo ocorra o aumento
da concentracdo intracelular do Ca?*. Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh),
substancia P (SP), bradicinina (BK), e adenosina trifosfato (ATP). Apds a liberacdo pelas
células endoteliais, estes mediadores exercem suas ac¢des nas células musculares lisas,
através da producdo dos segundo mensageiros AMPc ou GMPc, ou ainda através da

hiperpolarizacao.
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E importante salientar que a resposta vascular que permite obter um ténus basal
fisiologico resulta da interacdo de todos os fatores, vasoconstritores e vasodilatadores
(Figura 4), e que qualquer desequilibrio na liberacdo destes fatores resulta numa situacao

patoldgica.

Vasoconstritores Vasodilatadores
TXA,, PGF, NO
ROS,ET PGI,
Angiotensina IT
Serotonina EDHF

— —

Figura 4: Principais fatores vasoativos liberados p elo endotélio vascular. Abreviaces: PGF,
- prostaglandinas F,; TXA, — tromboxano A,; ROS — espécies reativas de oxigénio; ET —
endotelina; NO — 6xido nitrico; PGI, — prostaciclina; EDHF — fator hiperpolarizante derivado do

endotélio.

1.2.3 AviadoNO

1.2.3.1 Breve Historico

Em 1980 a equipe de Furchgott mostrou que as células endoteliais tinham um papel
central no relaxamento dos vasos estimulados pela acetilcolina e outros agonistas
muscarinicos e que esse efeito resultava da liberacdo de um fator labil e difusivel que age
sobre as células musculares lisas adjacentes e produzia seu relaxamento vascular. Este

composto foi denominado fator relaxante derivado do endotélio (do inglés endothelium-
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derived relaxing factor, EDRF) (Furchgott & Zawadzki, 1980). Em 1983 Murad e equipe
demonstraram que este fator € capaz de ativar a enzima guanilil ciclase soluvel nas
células musculares lisas, gerando a producdo de guanosina 3’, 5 — monofosfato ciclico
(GMPc), responsavel pelo relaxamento (Rapoport & Murad, 1983). A descoberta deste
fator estimulou numerosas pesquisas nos anos que se seguiram. Nos anos 1984-1986
técnicas de perfusdo vascular permitiram determinar a meia-vida deste composto labil, a
gual foi estimada em 6 a 8 segundos, portanto, tratando-se de um composto instavel e
rapidamente degradado. Em 1987 Moncada e Ignarro demonstraram que o EDRF e o NO
induziam um relaxamento vascular pelo mesmo mecanismo biolégico e apresentam
caracteristicas quimicas idénticas (Ignarro et al., 1987; Hutchinson et al., 1987). Nesse
momento, o EDRF foi caracterizado como sendo o NO. A seguir, a Figura 5 lista

cronologicamente os principais eventos relacionados a descoberta do NO.

Descoberta (FURCHGOTT,
Suspeita: da via NO eleitoa  IGNARRO e
Descoberta do EDRF = NO metabdlica do molécula do MURAD :
EDRF (FURCHGOTT NO (HIBBS e ano pela Prémio Nobel
(FURCHGOTT) e IGNARRO) MONCADA) SCIENCE de Medicina
4 4 4 4 4
1980 1986 1988 1992 1998

1983 1987 1989 1991- 94
v v v v
Semelhancas de EDRF = NO NO como Clonagem dos
mecanismo de acio (MONCADA  neurotransmissor  1rés fipos de
entre os hitratos e NOS
orgdnicos e o EDRF:  IGNARRO) (SNYDERe  (NATHAN and
papel da guanilil GARTHWAITE)  XIE, 1994)

ciclase (MURAD)
Adaptado de Anselm, 2008

Figura 5: Principais etapas da descoberta do papel fisiologico do NO .
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1.2.3.2 Sintases de NO

As NOS sao enzimas que contém um grupamento heme e cuja sequéncia de
aminoacidos é préxima da do citocromo P450 redutase. Trés isoformas de NOS foram
descritas: duas séo constitutivamente ativas, as isoformas neuronal (hnNOS ou NOS I) e
a endotelial (eNOS ou NOS lll); e uma terceira isoforma foi denominada induzida (iNOS
ou NOS II). As trés isoformas sao codificadas por trés genes distintos, mas possuem
em torno de 53% de homologia (Nathan and Xie, 1994). Para a producéo de NO pelas
NOS sdo necessarios 0s seguintes co-fatores: NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato, forma reduzida), O,, TH,4 (tetrahidrobiopterina), FAD (flavina
adenina dinucleotideo), FMN (flavina mononucleotideo) e Ca*? (essencial para a
atividade das formas constitutivas) (Bredt et al., 1991; Stevens-Truss et al., 1997).
Todas as trés isoenzimas de NOS s&do funcionalmente ativas como homodimeros
(Baek et al., 1993; Cubberley et al., 1997; Siddhanta et al., 1998).

Todas as isoformas ainda comportam uma molécula de heme complexada a um
atomo de ferro. Os substratos L-arginina e o oxigénio geram a citrulina e o NO, tendo
como doador de elétrons o NADPH. Estes elétrons s&do transmitidos via FAD e FMN ao
ferro do heme em presenca da BH4;. O dominio oxigenase N-terminal contém os sitios
de ligacdo do heme, da BH4 e da L-arginina. Este dominio é acoplado ao dominio
redutase, o qual contém os sitios de ligacdo para a FAD, FMN e NADPH (Alderton et

al., 2001) (Figuras 6 e 7).
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NADPH

Oxigenase L-arginina O,

BH4

NADH"
H+

Redutase Citrulina

NO

Figura 6: Estrutura e atividade catalitica das NOS. Os elétrons sao fornecidos pelo NADPH
no dominio redutase. A proteina comporta varios sitios de ligacdo para o substrato L-arginina, o
heme, o complexo Ca?*/CaM (célcio-calmodulina) e para os cofatores da reacéo: NADPH
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato), BH, tetra-hidrobiopterina), FAD (flavina adenina
dinucleotideo), FMN (flavina —mononucleotideo) (Stuehr et al., 1991).
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Figura 7: Reag0Oes catalisadas pela eNOS para a bios sintese do NO a partir da L-arginina
(Stuehr et al., 1991).
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7

A primeira isoforma purificada e clonada foi a nNOS. Esta € expressa
principalmente no cérebro, na medula espinhal e no sistema nervoso periférico, mas
também no epitélio brénquico, traqueal, gastrintestinal e musculo esquelético (Moncada
et al.,, 1997; Mungrue et al., 2002; Walford and Loscalzo, 2003). No sistema nervoso
central a ativagdo da nNOS esta envolvida nos processos de memoria, regulacdo de
fungBes neuro-enddcrinas, mecanismos centrais de controle da pressdo arterial,
termorregulacdo, comportamento sexual, dor e agressividade (Garthwaite, 1991;
Snyder and Bredt, 1992). O NO liberado pelos neurénios periféricos, ndo-adrenérgicos
e nao-colinérgicos, regula algumas fungBes gastrintestinais, respiratérias e
genitourinarias importantes (Rand, 1992). A producdo do NO pela eNOS ¢ ativada pelo
acoplamento do complexo Ca®*/Calmodulina.

A enzima INOS, é induzida em varios tipos celulares, principalmente nos
macréfagos e nas células musculares lisas apds a estimulacdo por agentes pro-
inflamatoérios como endotoxinas, a interleucina 1B, o Fator de Necrose Tumoral (TNF-
a) e o interferon y. Portanto, a iINOS é induzida na presengca de um processo
inflamatorio. Diferente da nNOS e da eNOS, a iINOS é regulada em nivel transcriptional
e sua ativacdo é independente da concentrac&o intracelular do Ca** (Griffith & Stuehr,
1995; Ghosh & Salerno, 2003). Esta enzima tem como fung¢ao principal produzir NO em
grande quantidade para garantir as atividades antimicrobiana, citostatica e
imunorregulatéria.

A eNOS é expressa principalmente nas células endoteliais e plaguetas, mas
também ocorre em algumas populagdes de neurbnios, no epitélio respiratério
(Moncada et al., 1997), no endotélio endocardico e nos cardiomiécitos (Mungrue et al.,
2002), dentre outros locais. Ela pode ser ativada por diversos receptores acoplados a
proteina G (acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina), ionéforo de Ca?*, forca de

cisalhamento, dentre outros estimulos. Pode igualmente ter sua transcricdo induzida
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apos estimulacdo por estrégenos ou apos exercicios prolongados. O NO produzido
pela eNOS é importante na regulacdo da pressao arterial, da distribuicdo do fluxo
sanguineo, inibicdo da adesdo e da ativacdo das plaquetas e dos leucécitos, inibicao
da proliferacdo das células musculares lisas (Moncada e Higgs, 1993), e ainda € um
importante fator de prevengao contra a aterosclerose, especialmente na circulacdo

coronariana (Curtis e Pabla, 1997).

1.2.3.3 Regulacao da eNOS

Atualmente sabe-se que a ativacdo de muitas enzimas pode ser determinada
pela sua localizacdo celular e proximidade das moléculas que compdem a via efetora.
Os mondmeros que integram a eNOS ativa sao miristoilados e palmitoilados e assim
podem se associar com membranas intracelulares. A eNOS ativa pode ser detectada
ao menos em trés compartimentos membranares, na membrana plasmatica, na
cavéola e no aparato de Golgi. Esta associacdo é necesséaria para a fosforilacdo e
ativacado da eNOS em resposta aos estimulos (Fleming e Busse, 2003).

A regulagdo da atividade das eNOS é intimamente relacionada as cavéolas, as
quais sdo invagina¢fes da membrana plasmética (50 a 100 nm), compostas de
colesterol, esfingolipidios e proteinas de membrana chamadas de caveolinas, cuja
principal € a caveolina-1 (Cav-1). As caveéolas tém sido implicadas em processos de
transporte celular através da membrana, mas também em muitos processos de
sinalizacdo, como os envolvidos na ativagdo da eNOS. Estas estruturas sao ainda
constituidas por receptores acoplados a proteina G, proteinas G heterotriméricas,
receptores do tipo tirosina quinase, componentes da via das MAP quinases, familia
tirosina quinase Src e eNOS. Como consequéncia, a cavéola funciona como um centro

de integracao de sinais de transducéo que regulam diferentes funcdes celulares. A co-
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localizacdo do sinal de transducdo e proteinas que compreendem o “complexo de
sinalizacdo da eNOS” facilita a ativacdo da eNOS, a estimulacdo da via efetora e a
consequente producao do NO (Li et al., 2001).

A adesado da eNOS a cavéola ocorre por interacdo com as caveolinas (proteinas
integrantes da cavéola) e por meio dos processos bioquimicos de miristoilacdo e
palmitoilacdo. Diferentes quinases regulam a atividade da eNOS (Figura 8). Os seus
efeitos podem ser de ativacdo ou de inibicdo, dependendo dos aminoacidos

fosforilados (Govers & Rabelink, 2001; Marletta, 2001).

oooooooooo
oooooooooo
ooooooooo
AAAAAAAA

oooooooooooo

Quinases

Akt/PKB
AMPK
TK / MAPK

PKA

PKC

Fontes: Shaul, 2002 e Etienne, 2004

Figura 8: Regulacdo da eNOS nas cavéolas . A eNOS funcional € prioritariamente localizada
nas cavéolas cuja membrana é enriquecida com colesterol (rosa). A interagdo com a caveolina
(laranja) inibe, ao menos em parte, a atividade da eNOS. Classicamente a fixacdo de um
agonista (A) a um receptor na cavéola pode estimular uma ou varias quinases envolvidas na
fosforilacdo da eNOS. Estas fosforilacdes podem estimular (+) ou inibir (-) a atividade da eNOS
em funcdo do aminoacido alvo. Além disso, a ativacdo necessita da formacdo do complexo
Ca?'/ CaM (calmodulina), sendo o Ca?' originado dos estoques intracelulares (reticulo
endoplasmatico-RE) proximos da cavéola ou provenientes do meio extracelular. A atividade da
eNOS pode ainda ser aumentada pela proteina Hsp90 (heat shock protein 90) e diminuida pela

interacdo com o dominio C-terminal de certos receptores acoplados a proteina G.
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1.2.3.3.1 Ca®' e atividade da eNOS

Classicamente, a isoforma eNOS tem sido caracterizada no quanto ela €
constitutivamente expressa e no quanto sua ativacdo € dependente do aumento do
Ca?" intracelular e da ligacdo do Ca®*/Calmodulina (CaM) & enzima. A eNOS é
constitutivamente expressa nas células endoteliais, particularmente nas artérias de
condutancia e, entre as trés isoformas, € a mais sensivel as modificacbes da
concentracdo intracelular do Ca®" livre. Por exemplo, quando um agonista como a
acetilcolina ou a bradicinina sdo usados para estimular o endotélio vascular, tanto a
quelacdo do Ca** extracelular como a adicdo de um antagonista da calmodulina (CaM)
abolem a producédo do NO e o relaxamento dependente do endotélio (Busse & Mulsch,
1990; Luckhoff et al., 1988). Mecanisticamente, a CaM liga-se ao seu sitio especifico,
desloca uma alca adjacente autoinibitoria da eNOS (e da nNOS também), facilitando o
fluxo de elétrons do dominio redutase para o dominio oxidase da enzima e a
consequente producdo do NO (Figura 9-a). A eNOS pode, entretanto, ser ativada por
certos estimulos que dispensam uma concentracdo aumentada e sustentada de Ca®*.
O mais importante destes estimulos é a for¢ca de cisalhamento (ou shear stress) gerada
pelo atrito da corrente sanguinea sobre as células endoteliais. O estresse de
cisalhamento, especialmente a aplicacdo do fluxo as células endoteliais em cultura ou
vasos isolados mantidos por um tempo na auséncia de qualquer fluxo, ainda podem
gerar transientes de Ca?* (Ayajiki et al., 1996; Kanai et al. 1995). Entretanto, existe uma
discrepancia temporal entre a resposta ao Ca** e a producdo do NO, o primeiro evento
sendo transitério e o segundo, mantido. Dessa forma, essas observacdes conduziram a
sugestdo de que o aumento da concentracdo intracelular do Ca®* ndo é essencial para
a ativacdo da eNOS induzida pelo estresse de cisalhamento (Ayajiki et al., 1996). A

aplicacdo do estresse de cisalhamento nas células endoteliais resulta na ativagdo da
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fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K), Akt e proteina quinase A (PKA), as quais fosforilam
eNOS no residuo de serina 1177 e estimulam a sua atividade (Dimmeler et al., 1999;
Fisslthaler et al., 2000). Este processo tem sido descrito como “ativacdo da eNOS

2+n

independente do Ca®*” (Figura 9-b). Entretanto é descrito que a quelacdo do Ca?'
intracelular também abole a atividade da eNOS induzida pelo estresse de
cisalhamento, sugerindo que o aumento da producdo de NO é ainda dependente da
concentracdo do Ca?*, mas que a enzima pode ser ativada a niveis basais de Ca*
(Dimmeler et al., 1999). Existem outros estimulos (ex. bradicinina e histamina) que
também interferem na fosforilagdo da eNOS, mas a cascata de sinalizagdo requer um
aumento do Ca*" intracelular. Esta aparente contradicdo pode ser explicada pelo fato
de que as quinases que fosforilam a eNOS em resposta ao estresse de cisalhamento
ou & administracéo de um agonista indutor do aumento do Ca?" intracelular apresentam
diferentes sensibilidades ao Ca”*. Por exemplo, a ativacdo da proteina quinase I
dependente da Calmodulina (CaMKIIl) é extremamente dependente do aumento do

Ca?" intracelular, enquanto que a ativacdo da Akt ndo é afetada pela remocdo do Ca?*

(Dimmeler et al., 1999; Fleming et al., 2001).
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Figura 9: Producédo do NO e do relaxamento vascular apos a estimulacdo da eNOS pelas

principais vias de ativacdo denominadas dependente do Ca? e independente do Ca *

. a)
Nesta via ocorre a estimulagéo de receptores acoplados a proteina G na membrana das células
endoteliais, os quais estimulam a produc¢éo do trifosfato de inositol (IP3) pela enzima fosfolipase
C (PLC). O IP; estimula a liberacdo do Ca?®* pelo reticulo endoplasmatico (RE), ocorre a
formacdo do complexo Ca*/CaM. Este complexo pode ativar diretamente a producéo do NO
pela eNOS, a partir da L-Arginina, ou ainda estimular proteinas dependentes do complexo
Ca?/CaM, como a proteina quinase Il dependente de Ca®**/CaM (CaMKlIl). Esta quinase pode
ativar a eNOS por meio da fosforilacdo do residuo de serina 1177. b) Em condi¢cdes basais de
concentracdo do Ca* intracelular, alguns estimulos como o estresse de cisalhamento podem
ativar a eNOS via fosforilacdo em Serll177 apds a ativacdo da via PISK — Akt. Além disso, é
descrito que o estresse de cisalhamento é capaz de abrir canais de Ca** da membrana,

contribuindo para a ativagdo da eNOS.

A eNOS pode ainda ser ativada em nivel transcriptional pelos fatores de
crescimento, como o VEGF, a insulina, o bFGF (basic fibroblast growth factor) e

estroOgenos, 0s quais aumentam a expressdo da eNOS. O inverso ocorre por acdo da
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hipéxia e do LDL oxidado, que tendem a diminuir a expressao da eNOS (Michel et al.,

1997; Fleming e Busse,1999; Govers e Rabelink, 2001)

1.2.3.3.2 Fosforilacdo da eNOS

A e-NOS pode ser fosforilada nos residuos de serina, treonina e tirosina (Feming
et al., 1998). Existem numerosos sitios possiveis de fosforilacdo na estrutura da eNOS,
mas a fosforilacdo da serina 1177 (ex: humanos e porcos) ou 1179 (em bovinos) tem
sido a mais explorada no que se refere as consequiéncias funcionais nas células
endoteliais e a estimulagao da producéo do NO (Fleming e Busse, 2003).

Em células endoteliais ndo estimuladas, a Serl177 encontra-se ndo fosforilada,
mas € rapidamente fosforilada apos o estresse de cisalhamento (Dimmeler et al. 1999;
Gallis et al., 1999), estrogénio (Lantinhermoso et al., 1997), VEGF (Dimmeler et al.,
1999), insulina (Kim et al., 2001), ou bradicinina (Fleming et al., 2001). As quinases
envolvidas neste processo variam de acordo com o estimulo. Por exemplo, o estresse
de cisalhamento pode gerar a fosforilagdo da Serll77 através da ativacdo da Akt
(Dimmeler et al. 1999, Fisslthaler et al., 2000), mas também da PKA (Boo et al., 2002);
o estrogeno e o VEGF fosforilam principalmente a eNOS via Akt; a insulina parece
ativar ambas as vias da Akt e da AMPK (proteina quinase ativada pelo AMP), enquanto
que a fosforilacdo da Serll77 induzida pela bradicinina € mediada pela CaMKIl
(Quinase Il dependente da calmodulina)(Fleming et al., 2001). Quando a Serll77 &
fosforilada, o fluxo de elétrons através do dominio redutase e, consequentemente, a
producdo do NO séo triplicados (McCabe et al., 2000).

Ao contrario, a fosforilagdo no residuo de treonina 495 da eNOS pela PKC inibe
esta enzima (Fleming et al., 2001). Existe outro sitio de fosforilacdo da eNOS na serina

847, a qual, quando esta fosforilada por quinases dependentes da calmodulina, gera
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uma diminuicdo da ativacdo da eNOS (Hayashi et al., 1999; Nakane et al., 1991). Mais
recentemente, foi demonstrado que o HDL (lipoproteina de alta densidade) é capaz de
estimular a eNOS através da ativacdo da quinase Src, seguida pela PI3 quinase e
subsequente ativacdo da proteina Akt, a qual é responséavel pela fosforilacdo da eNOS
na Serll77 e sua ativacdo (Mineo et al., 2003). A ativacéo da Src tem sido descrita por
ser ativada ainda por fatores de crescimento, insulina e polifendis vegetais.

Adicionalmente, a via da Src é considerada sensivel ao balanco redox intracelular

(Ndiaye et al., 2004) (Figura 10).

Fatores de crescimento,
insulina HDL e polifendis

@ ) PIPs  PIP;
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Célula muscular lisa

Figura 10: Ativagdo da eNOS mediada pela ativacdo d a Src e da via PI3K/Akt. Diversos
fatores de crescimento, a insulina, o HDL e os polifendis sdo descritos por ativarem a Src
(proteina tirosina quinase), a qual induz a conversdo do fosfatidil inositol 4,5- difosfato (PIP,)
em fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) pela fosfatidil inositol 3-quinase (PI3K). O PIP; é
necessario para a reacdo de fosforilacdo (P) da Ser473 da Akt pela quinase PDK-1. A Akt, por
sua vez, fosforila a Serll77 da eNOS e inicia a producdo do NO. Varios estudos tém
demonstrado que as ROS estéo envolvidas na ativagdo da via Src — PI3K/Akt pelos polifendis

vegetais (Anselm et al., 2007).
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1.2.3.4 Papel fisiologico do NO de origem endotelia |

O NO de origem endotelial exerce localmente diversos efeitos (Figura 11). Ele
pode se difundir para as camadas celulares adjacentes e inibir o tdnus vascular, a
migracdo e a proliferagdo de células musculares lisas, bem como a sintese de
proteinas da matriz extracelular (Schini-Kerth, 1999). O NO pode também se difundir
para o limen do vaso sanguineo onde contribuird na manutencao da fluidez sanguinea.
O NO inibe a adeséao das plaquetas sanguineas e dos leucdcitos as células endoteliais.
Além disso, ele previne a agregacdo plaquetéria e facilita a dissolucdo de agregados
plaquetarios. O NO exerce seu papel regulador da homeostase vascular unicamente na
interface da superficie luminal das células endoteliais e do sangue, pois é rapidamente
captado pela hemoglobina dos eritrdcitos e € inativado pelos radicais livres, tais como o
anion superoxido. O NO pode igualmente afetar o sistema fibrinolitico, regulando a
liberacdo do ativador do plasminogénio (t-PA) e de seu inibidor, o PAI-1, mas também
inibir a expressdo de diversos genes pro-ateroscleréticos como a proteina

guimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) e o fator tissular (Marumo et al., 1999).
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Figura 11: Multiplos efeitos do NO endotelial. A estimulacdo de receptores endoteliais e 0
estresse de cisalhamento estimulam a producdo do NO, o qual age na prépria célula endotelial
ou em células adjacentes, como as células musculares lisas, leucécitos e plaquetas
encontrados na corrente sanguinea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na

homeostase vascular.

1.2.3.5 Via de sinalizagao envolvida no efeito vaso dilatador do NO

Nos vasos, o mecanismo de sintese do NO inicia-se com a ligacdo de um
agonista a um receptor especifico localizado na membrana das células endoteliais.
Esse estimulo provoca ativacéao da fosfolipase C (PLC), por intermédio de uma proteina
G. A PLC, uma vez ativada, promove a hidrélise dos fosfolipideos fosfatidil-inositol-
bifosfato (PIP;) presentes na membrana celular, originando o inositol 1, 4, 5, trifosfato
(IP3) e o diacilglicerol (DAG) (Griffith et al., 1984). O IP3 age nos estoques intracelulares

de Ca*?induzindo a liberacdo deste ion, o qual, ligado & calmodulina, estimula a sintase
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de oxido nitrico, dando inicio a sintese do NO (Moncada et al., 1989). O DAG induz a
estimulacdo da proteina kinase C (PKC), que pode fosforilar a NOS das células
endoteliais, causando uma forte diminuicdo na sua atividade catalitica e na producao
de NO (Bredt et al., 1992), podendo funcionar como um mecanismo regulatorio da
funcdo da eNOS. Isto pode explicar a inibicdo do relaxamento vascular pela histamina
em artéria pulmonar de cobaias ap0s a ativacdo da PKC pelo éster de forbol (ativador
direto da PKC) (Weinheimer et al., 1986).

O NO, ap6s sintetizado, difunde-se para a camada muscular lisa do vaso
causando a estimulagdo da guanilil ciclase soluvel ou citosélica (GCs), provavelmente
por se ligar ao grupo heme dessa enzima (Stone & Marletta, 1995). A ativacdo da GCs
gera um aumento da concentracdo citosélica do GMPc (Ignarro et al., 1987). Este
nucleotideo ativa a proteina quinase G (PKG) que, dentre outras funcdes, parece
fosforilar a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) tornando-a inativa e provocando
um relaxamento (Rapoport et al., 1983; Rapoport & Murad, 1983). Uma segunda via de
acdo da PKG é a ativacdo de canais de K*, ocasionando hiperpolarizacdo e
consequente relaxamento vascular (Archer et al.,, 1994). A exemplo da acetilcolina,
diversos agonistas provocam vasodilatacdo através da ativagdo da via L-arginina-6xido
nitrico. Dentre eles estdo a histamina (Van de Voorde & Leusen, 1983), a serotonina

(Cohen et al., 1983), a bradicinina e a substancia P (Furchgott, 1983).
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1.2.4 Disfungao endotelial

1.2.4.1 Consideracdes gerais

O endotélio desempenha um papel fundamental na manutencado da homeostase
vascular e do tbnus vascular através da producéo e secrecdo dos mediadores descritos
anteriormente. Na maioria das patologias vasculares, este equilibrio € rompido e ocorre
uma atenuacao da funcdo vasodilatadora do endotélio devido a reducdo da sintese e
liberacdo do NO, da PGIl, e do EDHF. Esta é a principal caracteristica da disfuncao
endotelial (Figura 12). A disfuncdo endotelial é considerada um denominador comum
de todas as patologias cardiovasculares, tais como a hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia (John e Schmieder, 2000), a aterosclerose, a insuficiéncia cardiaca
(Busse e Fleming, 1996; Davignon e Ganz, 2004) e as doencas isquémicas (John e
Schmieder, 2000). A disfungéo endotelial € também associada aos fatores de risco que
predispdem as patologias cardiovasculares, tais como o tabagismo (Hutchison, 1998),
o diabetes (Angulo et al., 2003) e o envelhecimento (Andrawis et al., 2000). A etiologia
exata deste processo ndo é clara, embora sabe-se da participacdo efetiva do estresse

oxidativo como um dos eventos desencadeadores.
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Disfuncdo Endotelial

Células
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Desenvolvimento de doengas
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Figura 12: A disfuncdo endotelial . Alteracdo considerada precursora das doencas

cardiovasculares e caracterizada pela reducdo da liberacdo dos mediadores vasodilatadores.

Flechas pontilhadas = diminuicdo da secrecéo; flechas espessas = aumento da secrecao.

Experimentalmente, a fungdo endotelial pode ser avaliada por meio das
respostas vasorrelaxantes induzidas por agonistas que estimulam receptores
endoteliais, como a acetilcolina (o carbacol ou a metacolina) ou a bradicinina. Esses
estudos séo realizados ex vivo, sobre artérias de animais (em certos casos sobre
artérias de origem humana) e servem como modelo para as patologias humanas. A
funcé@o endotelial pode ser avaliada in vivo nos humanos apds a inje¢do de acetilcolina
ou metacolina na artéria braquial. Qualquer que seja o modelo, o efeito de um doador
de NO (nitroprussiato de sédio ou o trinitrato) deve ser estudado em paralelo, a fim de

avaliar a resposta da musculatura lisa ao NO exdgeno.
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Nestes modelos, a analise dos mecanismos envolvidos na disfungdo endotelial
permitem colocar em evidéncia de um lado o papel da reducao da biodisponibilidade do
NO endotelial (por deficiéncia da producédo devido alteracbes na expressao e da
atividade da eNOS, alteracbes de interacdo NOS/caveolina, alteragbes da via GMPc,
ou ainda a reducao do NO devido ao aumento da sua degradagao) e de outra parte o

papel do estresse oxidante nestas alteracdes (para reviséo, ver Maxwell, 2002).

1.2.4.2 Participacdo das espécies reativas derivadas do oxi  génio (ROS) na

disfuncéo endotelial

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao constituidas principalmente pelos
radicais livres oxigenados, cuja producao encontra-se aumentada durante o estresse
oxidativo. Os principais radicais livres oxigenados sdao o anion superéxido (O2) e o
radical hidroxila (OHe). Outras ROS, tais como o peroxido de hidrogénio (H2O,), o
peroxinitrito (ONOO-), o dioxido de nitrogénio (N.O) e o acido hipocloroso (HOCI) ndo
sdo considerados per se como radicais livres, mas eles tém poder oxidante e
contribuem assim para o estresse oxidativo. Em uma condicdo normal, o anion
superoxido se forma de maneira continua na cadeia respiratéria mitocondrial, como
residuo da reducéo imperfeita do oxigénio. Ele surge também durante o funcionamento
de certas enzimas tais como as monoamino oxidases e as prostaglandinas sintases em
concentracfes que normalmente deveriam ser reduzidas pelas enzimas superéxido
dismutases (SOD) (Ducrocq et al., 2001). As SOD dismutam o anion superéxido em
H,O,, o qual pode ser degradado em H,O pelo sistema da glutationa ou pela enzima
catalase. Pode ainda originar o OHe através da reacdo de Fenton em presenca do

ferro.
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Em certas condi¢des patolégicas, além da cadeia respiratéria mitocondrial, das
enzimas da via do &cido araquidonico (lipoxigenase e cicloxigenase) e da xantina
oxidase, duas fontes particularmente importantes de ROS tem sido bem estudadas no
sistema cardiovascular. S&o elas a NADPH oxidase e a NOS desacoplada (Cai e
Harrison, 2000). Varios estudos demonstram que a NADPH oxidase é uma importante
fonte de anion superéxido em vasos humanos e animais com patologias vasculares
(Griendling et al., 2000). Além disso, o nivel de producdo de anions superoxido pela
NADPH oxidase determina a severidade da disfungcdo endotelial e pode permitir
caracterizar experimentalmente e clinicamente o perfil do risco cardiovascular (Guzik et
al., 2000).

Paradoxalmente, uma fonte potencial de espécies reativas de oxigénio é a
propria eNOS, quando funciona na forma “desacoplada”. Estudos realizados com
enzimas purificadas ou recombinantes demonstraram que a eNOS (assim como a
INOS e nNOS) é capaz de gerar anions superéxido nas situacbes de déficit de
substrato, a L-arginina, ou de cofatores de ativagéo, em particular a tetrahidrobiopterina
(BH4). Inversamente, a suplementacédo do BH4 aumenta a producao do NO e diminui a
liberacdo dos anions superéxido (Vasquez-Vivar et al., 1998; Xia et al.,1998). Quando a
eNOS funciona de modo alternado desacoplado/acoplado, as altera¢cées simultaneas
na producdo local de anions superéxido e de NO podem conduzir a uma producéo
significativa de outra espécie reativa de oxigénio, o peroxinitrito. Este, independente
das fontes enzimaticas envolvidas na sua producdo (NADPH oxidase e/ou NOS),
também contribui para a disfuncdo endotelial (Kawashima e Yokoyama, 2004).

A producéo celular de ROS pode gerar a formacédo de véarias outras através de
reacfes em cascata. Por exemplo, a reacdo desses radicais com 0s &cidos graxos

poliinsaturados pode formar os radicais peroxidos (R-COO) que, por ataque radicalar
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dos &cidos graxos adjacentes, ocasiona a peroxidagdo lipidica, cujo acumulo nas
células acarreta muitas consequéncias citotoxicas (Cai e Harrison, 2000).

Através de modelos experimentais de deteccdo de ROS, como técnicas de
imunofluorescéncia, € possivel determinar a localizacdo de ROS na parede vascular
nos modelos patologicos. Muitos estudos demonstram a presenca de ROS em todos 0s
tipos celulares nos vasos, em particular nos fibroblastos da camada adventicia, células
musculares lisas e endoteliais (Munzel et al., 2002). A localizacdo vascular destas
espécies reativas depende da natureza do estimulo e da patologia associada (Wolin et
al., 2002). De fato, uma producédo importante de ROS foi observada no endotélio
vascular em modelos animais de diabetes, mas também em pacientes diabéticos (Hink
et al., 2001; Guzik et al., 2002), também em modelos de hipertensao arterial, como o
“DOCA-salt” (Cai e Harrison, 2000), e modelos de infusdo continua de angiotensina I,
nos quais os fibroblastos da adventicia foram considerados como uma fonte importante
de ROS (Wang et al., 1998). Uma producdo aguda de ROS pelas células musculares
lisas foi relatada nos modelos de aterosclerose em coelho (Miller et al., 1998). Estas
diferencas de localizacdo da producdo de ROS podem refletir a heterogeneidade das
fontes enzimaticas envolvidas.

Em discordancia com a idéia convencional de que as ROS agem principalmente
nos processos patoldgicos induzindo danos a estruturas biolégicas, em baixas
concentragfes, as ROS tém sido relacionadas a regulacdo fisiologica de varios
mecanismos moleculares, inclusive nas células endoteliais (Ndiaye et al, 2004; Anselm

et al., 2007).
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1.2.5 Opcdes farmacoldgicas para o aumento da biodi  sponibilidade do NO

Na clinica humana, numerosos recursos farmacoldgicos sao utilizados com a
finalidade de restaurar a funcédo endotelial (Bell et al., 1998; Abeywardena e Head,
2001; Adamopoulos et al., 2002) e incluem a administracdo de moléculas doadoras de
NO (como o nitroprussiato de sodio e a nitroglicerina) (Ignarro et al.,, 2002), da L-
arginina (Andrasi et al., 2003; Ahlers et al., 2004), de hipocolesterolemiantes, acido
félico ou de agentes antioxidantes como as vitaminas C e E, suplementacdo de BH, e
polifendis (Fang et al., 2002; Hornig, 2002;).

Dentre estes recursos, o mais utilizado ao longo do tempo, mesmo antes do NO
ser identificado, foram os doadores do NO (exemplos: o nitroprussiato de sodio,
isossorbida, nitroglicerina, SIN-1). O termo “doador de NO” se refere a compostos de
diferentes familias quimicas que liberam o NO ativo, seja diretamente ou apos
metabolismo enzimatico (Ignarro et al., 2002). Muitos estudos experimentais e clinicos
demonstraram a importancia dos efeitos biologicos induzidos por estes compostos,
justificando a sua utilizacdo ainda hoje para restaurar os efeitos cardiovasculares do
NO (Megson e Webb, 2002). Porém, apos utilizacao prolongada de alguns doadores de
NO (nitratos organicos), os efeitos podem ser limitados pelo fenbmeno de tolerancia.
Os mecanismos sugeridos para explicar a tolerancia sdo complexos e parecem
envolver respostas locais nos vasos, como alteracées na via NO/GMPc e aumento do
estresse oxidativo (De Garavilla et al., 1996), além de altera¢gfes sistémicas de origem
neuro-humoral, todas capazes de se contraporem aos efeitos hemodinamicos dos

doadores de NO (Parker et al., 1991).



37

1.2.6 Importancia dos compostos polifendlicos

Os polifendis sao fitomicronutrientes sintetizados pelos vegetais particularmente
abundantes nas frutas e legumes. Muitos estudos favorecem o impacto positivo do seu
consumo sobre a saude, pois podem prevenir numerosas doencas degenerativas
(German e Walzem, 2000; Yang e Wang, 1993; Ahmad e Mukhtar, 1999; Lambert e
Yang, 2003). Quanto a natureza quimica, a classe dos polifendis compreende mais de
8000 compostos: flavondides, taninos (estes sdo produtos da polimerizagdo dos
flavondides) e as lignanas ou fitoestrégenos. Mais da metade dos polifendis é
composta por flavonodides, cujos efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular, e
também suas propriedades anticancerigenas, antivirais e antialérgicas sdo vastamente
relatadas na literatura cientifica (Pasten et al., 2007). Atualmente, o encorajamento ao
consumo de uma alimentacéo “natural” contendo vegetais tem sido uma das principais
recomendacdes de saude publica no mundo inteiro.

Portanto, os compostos polifendlicos despontam como opg¢des promissoras e
tém despertado interesse crescente por serem capazes de desempenhar muitas
atividades benéficas no sistema cardiovascular (Mehendale et al., 2006; Yamada,
2007). Estudos epidemioldgicos tém indicado que uma alimentag&o rica em polifendis
esta associada a reducdo do risco de doencas cardiovasculares (Yamada, 2007,
Morila-Ruizet al., 2006). Os seus efeitos protetores sao relacionados as propriedades
antioxidantes dos polifendis, as quais permitem o aumento da biodisponibilidade do NO
endotelial e impede sua degradacao pelas espécies reativas de oxigénio (Orallo et al.,
2002; Ndiaye et al., 2003).

Além do efeito indireto na preservacdo do NO, os polifenéis também sé&o
descritos por ativar diretamente diferentes vias de sinalizagdo responséveis pela

producdo e liberacdo do NO das células endoteliais (Figura 13). Dentre estas,
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encontra-se a via mediada pela ativacado da PI3K/Akt (Ndiaye et al., 2005). Nesta via,
os polifendis induzem uma resposta pro-oxidante intracelular que culmina na ativacao
da proteina Akt, a qual estimula a eNOS (Ndiaye et al., 2003). Outros efeitos
ocasionados pelos polifendis nas células endoteliais sdo a ativacdo da via do EDHF,
também mediada pelas ROS e Akt (Ndiaye et al., 2003), aumento da producédo da PGl,
(Aldini et al., 2003) e reducéo da producédo da ET-1 (Khan et al., 2002). Além disso, os

polifendis podem aumentar a expressao da eNOS (Wallerath et al., 2002).

Polifendis

J+

Célula endotelial

4 Vasodilatacdo
v Vasoconstricéo
¢ Agregagdo plaquetaria

:

l Doencas cardiovasculares

Adaptado de Anselm, 2008

Figura 13: Efeitos dos polifendis vegetais na funcd o endotelial . Os polifendis ativam as
vias de sinalizacao intracelular que levam ao aumento da producéo do NO, do EDHF e da PGl,
e inibem a via de producéo do contracturante endotelina (ET-1). Esses efeitos contribuem para

a prevengéo de doengas cardiovasculares
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Neste contexto, temos investigado continuamente os efeitos de produtos
naturais especialmente sobre os vasos (Rattmann et al., 2005; Rattmann et al., 2006;
Rattmann et al., 2008). Dentre as plantas estudadas, as mais efetivas apresentaram
atividade dependente do NO, a qual foi diretamente relacionada a existéncia de
flavondides e numerosos outros polifendis nos extratos. Um exemplo recente é o
extrato hidroalcodlico padronizado das folhas da planta Dicksonia sellowiana, o qual

apresentou efeito vasodilatador mais potente quando comparado aos outros extratos,

fracdes e compostos isolados j& estudados no laboratdrio.

1.2.7 Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook

A D. sellowiana (Figura 14) € uma planta pteriddfita pertencente a familia
Dicksoniaceae e conhecida popularmente como xaxim ou samambaiacu. E uma
espécie muito primitiva, cujos registros fosseis sugerem sua origem nos periodos
jurassico e cretaceo. Apresenta-se amplamente distribuida nos paises da América
Central e da América do Sul, especialmente no México, Venezuela, Colémbia, Bolivia,
Paraguai, Uruguai e na floresta Atlantica remanescente do Brasil (Sehnem, 1978; Tryon

e Tryon, 1982).
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Figura 14: Dicksonia sellowiana (Exemplares do Jardim Botanico de Curitiba — PR).

Durante muitos anos, o tronco da D. sellowiana foi comercializado como matéria
prima para a confeccdo de vasos, estacas, placas e substratos para plantas
ornamentais (Mielke, 2002). O extrativismo intenso desta planta levou a sua inclusao
no Apéndice Il da CITES (MMA, 1998), uma lista oficial de espécies sob risco de
extingdo no Brasil.

As partes aéreas da D. sellowiana sdo usadas entre as populagfes indigenas
principalmente para tratar doencas de pele, doencas parasitarias e asma (Marquesini,
1995). Em relacdo ao sistema cardiovascular, Pio Corréa (1984) descreve o uso da D.
sellowiana como hemostatico e Hort et al (2006) relata o uso popular e a acéo
vasodilatadora de uma outra espécie de xaxim, a Cyathea phalerata Mart (Cyathea).
Atualmente um fitoterapico patenteado obtido das folhas de D. sellowiana (0 mesmo
extrato padronizado utilizado neste trabalho) tem sido testado em voluntarios para
tratar asma, entretanto tem se mostrado benéfico em varias outras doencas crénicas,

inclusive algumas do sistema cardiovascular, por exemplo a hipertensao arterial.
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A D. sellowiana, assim como outras espécies de Dicksonia, tem sido raramente
mencionada na literatura cientifica em relacdo as suas atividades biologicas.
Recentemente, Bora e colaboradores (2005) demonstraram a presenca de compostos
polifendlicos em concentracdes elevadas no extrato e nas fragdes obtidas a partir da D.
sellowiana e ainda relatam que o extrato possui uma atividade antioxidante diretamente
relacionada a concentragdo de compostos polifendlicos encontrada nas suas fragdes.

Em nosso estudo, varios compostos fendlicos foram identificados através de
HPLC-DAD no extrato hidroalcodlico da D. sellowiana. S&o eles os acidos galico,
protocatecuico, clorogénico, cumarico, ferulico, sinapico e cinamico, bem como outros
compostos em fase de identificacdo e purificacdo. A existéncia destes compostos
corrobora com os efeitos antioxidantes.

A importancia atribuida aos compostos polifendlicos no que concerne aos efeitos
benéficos contra doencas cardiovasculares, aliada a descricdo de grandes quantidades
destes componentes nas partes aéreas da Dicksonia sellowiana nos incentivou a
investigar os efeitos do extrato hidroalcodlico padronizado das folhas da Dicksonia
sellowiana (proveniente de um plantio sustentavel) sobre o sistema cardiovascular
(vasos de condutancia, resisténcia e cultura de células endoteliais), assim como

verificar sua capacidade antioxidante.
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I OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato hidroalcoodlico padronizado da Dicksonia sellowiana
(EHDS) em artéria de condutancia (aorta de rato) (A), seus efeitos antioxidante in vitro
e in vivo (B), e ainda os efeitos do EHDS em vaso de resisténcia (artéria coronaria de

porco) e células endoteliais (C).

2.2 Objetivos especificos

A — Efeitos da Dicksonia sellowiana em vaso de condutancia:

» Caracterizar o relaxamento vascular induzido pelo EHDS e fracdes;

* Investigar o envolvimento das vias endoteliais do NO/GMPc e da via PGIl,/AMPc
na obtencao do efeito vascular;

* Investigar a participacédo dos canais de potassio na vasodilatacao;

» Verificar a ativacdo dos receptores endoteliais muscarinico (M3) e histaminérgico
(Ha);

» Verificar se a via de sinalizacdo identificada in vitro resulta num efeito hipotensor

do EHDS in vivo em ratos anestesiados.



43

B — Efeitos antioxidantes da Dicksonia sellowiana in vitro e in vivo:

Verificar a acédo antioxidante do EHDS contra os radicais DPPH (2,2-Difenil-2-
picril hidrazil, espécie reativa sintética), o O, (anion superoxido), ‘OH (radical
hidroxila) e peroxido de hidrogénio (H,O;) em sistemas reacionais in vitro;
Investigar os efeitos do EHDS contra o estresse oxidativo induzido pelo H,O, em
cultura de células endoteliais de aorta de coelho;

Determinar os efeitos in vivo do EHDS sobre a atividade da enzima catalase e

sobre a peroxidacao lipidica.

C- Efeitos da Dicksonia sellowiana em artéria coronaria de porco (vaso de

resisténcia) e em cultura de células endoteliais:

Caracterizar o relaxamento vascular induzido pelo EHDS e pelos compostos
fendlicos identificados neste extrato padronizado;

Verificar a participagéo das vias endoteliais do NO, da PGI, e do EDHF no efeito
vasorrelaxante;

Investigar a participacdo da calmodulina e da quinase Il dependente da
calmodulina (CaMKIl), no efeito vasorrelaxante induzido pelo EHDS;

Verificar a participacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e da via Src
quinase e PI3K/Akt no relaxamento induzido pelo EHDS;

Investigar o sitio de fosforilacdo da eNOS responsavel pela ativacdo desta
enzima em resposta ao EHDS;

Avaliar os efeitos do EHDS sobre as respostas contrateis induzidas pelo

U46619 em artérias coronarias.
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Il MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

As folhas de Dicksonia sellowiana foram coletadas na regido metropolitana de
Curitiba e identificadas pelo Professor Dr. Gert Hatschbach do Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Parana (UFPR). Exemplares desta espécie estao

depositados no herbario do mesmo departamento sob nimero 46579.

3.2 Obtencdo e caracterizacdo do extrato hidroalco6 lico das folhas de

Dicksonia sellowiana

O extrato hidroalcodlico das folhas de D. sellowiana (e as fragcfes investigadas
neste estudo) foi produzido pela Humanus Biobotanica Industria e Comércio LTDA e
fornecida pela Natureza Pura Laboratério de Pesquisas Cientificas LTDA (lote 0236/5).
No procedimento inicial da preparacdo do extrato foram utilizados 100 gramas das
folhas secas e moidas da D. sellowiana, as quais foram submetidas ao processo de
extracdo por maceracdo em um aparelho de Soxhlet modificado, no qual foram
adicionados 2 L de etanol a 85% durante 3 horas. O extrato bruto foi concentrado e
submetido ao processo de spray drier (para liofilizacdo e estabilizacdo). O calculo do
rendimento correspondeu a 0,0341 g/mL. A concentracdo de compostos polifendlicos
totais foi determinada através do método de Folin Ciocalteau e correspondeu a 494,2
mg/g em equivaléncia ao acido galico (Bora et al., 2005).

A padronizacdo de espécies vegetais e de seus insumos € uma das condicdes
previstas na Resolucdo n.° 17 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para o
registro de Medicamentos Fitoterapicos (Secretaria de Vigilancia Sanitaria), uma vez

validado o seu uso tradicional. A padronizacdo de insumos por cromatografia necessita
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0 uso de marcadores que podem ser substancias isoladas ou identificadas a partir de
extratos do vegetal em questdo. Portanto, a qualidade e manutencdo do padrao de
obtencao do extrato hidroalcodlico das folhas da Dicksonia sellowiana € realizado pela
determinacdo da concentracdo do &cido protocateclico em sua composi¢do, a qual
corresponde a 8,7%.

No processo de fracionamento, pesou-se 50 g de extrato bruto processado por
spray drier e este foi diluido em 30 mL de etanol. Esta solucéo foi diluida lentamente
com 120 mL de agua destilada, determinando uma soluc¢éo de 0,334 g/mL. A solugéo
foi submetida ao fracionamento em Soxhlet, utilizando-se o0s solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e etanol, respectivamente. Em seguida as fracbes foram
levadas a secura.

Para identificar os compostos fenodlicos existentes no extrato hidroalcodlico
padronizado da D. sellowiana (EHDS), amostras foram submetidas a analise por
HPLC-DAD (Diode Array Detection). Brevemente, a analise foi realizada em um
aparelho Merck-Hitachi (Alemanha) composto por bomba 1.7100, Solvent Degasser
1.7812, Diode Array Detection L7450, Interface L7000 e uma valvula injetora manual
(modelo 7725i) com capacidade para 20 pL de amostra. A separac¢do cromatogréfica foi
realizada a temperatura ambiente usando coluna analitica ODS (RP-18, 5um, 250 mm
x 4,0 mm ID) a 25T, fornecida pela Merck (Alemanha). A deteccdo foi feita em
comprimentos de onda entre 210 a 420 nm. A analise foi realizada em quintuplicata. A
identificacdo dos componentes de cada amostra de solucdo foi realizada por
comparacdo com o tempo de retencéo relativo das solugdes padréo injetadas nas
mesmas condi¢des no HPLC-DAD.

A andlise por HPLC-DAD revelou a presenca de sete compostos fendlicos
principais no EHDS (Figuras 15 A e B). Os compostos, seus tempos de retencdo e as

porcentagens estimadas encontram-se a seguir na Tabela 3.
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De acordo com esta andlise, o composto fendlico identificado em maior
guantidade é o acido cumarico (pico em 23,33 minutos). Foram ainda detectados

outros compostos, o0s quais estdo em fase de identificacao.

5 HO. -0 O.. _OH
o H;CO. .
OH = e
HO
HO OCH;
H
OH

Acido galico Acido sinapico
Acido cumérico  Acido cinamico

0
0 HO. 0 i CI:OH 0
HO OH HO
CH, oLy OH

Acido fertlico Acido clorogénico Acido protocatectico

Figura 15 A: Estruturas quimicas dos compostos feno licos majoritarios identificados no

extrato hidroalcodlico da  Dicksonia sellowiana (EHDS)
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Figura 15 B: Perfil cromatografico do extrato hidro alcodlico da Dicksonia sellowiana
(EHDS) em HPLC-DAD.
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porcentagens estimadas no extrato
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HDS, seus tempos de retencéo e

Compostos Tempos de retengéo Porcentagens estimadas
Acido galico 8,82 (6,3%)
Acido protocatecuico 10,84 (8,7%)
Acido clorogénico 17,81 (17,1%)
Acido cumarico 23,33 (28,0%)
Acido ferulico 24,67 (12,9%)
Acido sinapico 25,29 (8,45%)
Acido cinamico 32,57 (18,3%)

3.3 Protocolos experimentais

Para facilitar a descricéo, os trés estudos realizados nesta tese serdo abordados

separadamente neste item. Inicialmente serdo descritos os experimentos em (1) artéria

de condutancia (aorta) de rato, com a respectiva confirmacdo in vivo dos efeitos

observados, seguido pelo (2) estudo da capacidade antioxidante da D. sellowiana e

pelos (3) estudos realizados em vaso de resisténcia (artéria coronaria de porco) e em

cultura primaria de suas células endoteliais.

3.4 Efeitos da Dicksonia sellowiana em vaso de condutancia: experimentos em

aorta isolada de rato e confirmacao do efeito

3.4.1 Drogas

in vivo

Fenilefrina, acetilcolina, indometacina, N®-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME),

KT 5720 (9S,10S,12R)-2,3,9,10,11,12-Hexahidro-10-hidroxi-9-metil -1 -0x0-9,12- epoxi-

1H-diindolo [1,2,3-fg:3',2',1"-kl] pirrolo[3,4-i][1,6] benzodiazocina - 10- &cido carboxilico
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hexil éster), ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alfalquinoxalin-1-ona), atropina, pirilamina,
tetraetilamonio, glibenclamida, 4-aminopiridina, apamina e caribdotoxina (todos Sigma
Chemical; EUA). Os sais foram solubilizados em &gua destilada e as diluicdes das
drogas, a partir das solucbes estoques, foram preparadas com liquido nutritivo de
Krebs-Henseleit. A solucdo estoque da KT 5720 foi dissolvida em metanol, a
indometacina em bicarbonato de sédio (0,5%) e a glibenclamida em dimetil sulféxido

(DMSO).

3.4.2 Animais

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, variedade Wistar albinos,
provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, todos machos e
adultos (3 a 4 meses), pesando entre 180 e 250 g, mantidos sob condi¢gdes controladas
de temperatura (22 + 2T), iluminacgé&o (ciclo claro- escuro de 12/12 horas), e com livre
acesso a agua e racao (Nuvital®, Brazil) até o momento do experimento. Todos 0s
procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de ética de

Experimentacdo Animal da UFPR sob o numero 287.

3.4.3 Procedimento para isolamento da aorta toracic  a de rato

Os ratos foram mortos por deslocamento cervical e, imediatamente apds, a aorta
toracica foi cuidadosamente retirada e colocada em um recipiente (placa de Petri)
contendo solugdo nutritiva previamente aquecida. Apés remocao do tecido conectivo, o
vaso foi seccionado em anéis medindo aproximadamente 4 mm de comprimento. Estes
anéis foram acondicionados, por meio de hastes, em cubas de vidro contendo 3 mL de

solucao nutritiva de Krebs-Henseleit, sob temperatura constante de 37 C, aerada com
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solugédo carbogénica, 95% O, e 5% CO,;). Uma das extremidades da haste foi
conectada a um transdutor de for¢ca que, acoplado a um sistema computadorizado,
permitiu o registro de contragdes isométricas. Em seguida, os anéis de aorta foram
submetidos a uma tenséo basal de 1 g durante 60 minutos, periodo reservado para a
estabilizacdo da preparacdo antes do inicio dos protocolos experimentais (o0 tempo de
60 minutos também foi respeitado nos intervalos entre as curvas). Neste periodo, o
liguido nutritivo foi renovado a cada 15 minutos. Ao término do periodo de
estabilizacdo, foi adicionado fenilefrina (agonista seletivo de receptores aj
adrenérgicos; 1 uM) para induzir uma contragdo sustentada, sobre a qual foi adicionada
a acetilcolina (agonista muscarinico; 1 pM) para confirmar a presenc¢a ou auséncia de
endotélio nas preparacbes estudadas. Foram considerados anéis com endotélio
funcional aqueles cujo relaxamento induzido pela acetilcolina foi igual ou superior a
90% da contracdo. Para a execucdo dos protocolos experimentais em artérias sem
endotélio vascular, esta camada foi removida mecanicamente por meio da friccdo de
uma canula metalica no limen da artéria.

A solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit utilizado nestes experimentos
apresentava a seguinte composicédo (concentracbes em mM): NaCl (133), KCI (5,0),
CaCl, (2,5), MgSOq, (1,3) KH,PO4 (1,2), NaHCO3 (20) e Glicose (10). Foi adicionado

acido acético (10%) suficiente para ajuste do pH da solu¢do em torno de 7,4.

3.4.4 Avaliacdo dos efeitos vasculares do EHDS e in vestigacdo dos

mecanismos envolvidos

A avaliacdo da capacidade do EHDS em causar relaxamento vascular foi
realizada em anéis de aorta de rato com e sem endotélio vascular, previamente

contraido com fenilefrina (1 puM). Durante a contracdo tonica induzida pela fenilefrina,
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0s vasos foram expostos a concentragdes cumulativas crescentes de EHDS (3, 5, 10,
30 e 50 pg/mL). Em grupos experimentais adicionais (usando somente anéis com
endotélio integro), o procedimento de adicdo do extrato foi realizado na presenca de
diferentes inibidores incubados durante 15 minutos, antes do inicio da exposicdo ao
EHDS, e na presenca deste. Os inibidores utilizados foram o L-NAME (10 pM; um
inibidor ndo seletivo das NOS), ODQ (10 pM; um inibidor da guanilil ciclase),
indometacina (10 pM; um inibidor da ciclooxigenase), KT 5720 (1 pM; um inibidor
seletivo da proteina quinase A, PKA), tetraetilaménio (TEA, 10 mM; um inibidor ndo
seletivo dos canais de K"), glibenclamida (GLB, 10 pM; um bloqueador de canais de K*
sensiveis ao ATP), a 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM; bloqueador de canais de K’
sensiveis a voltagem), apamina (0,1 uM; blogueador de canais de K" ativados pelo Ca?*
de baixa condutancia), caribdotoxina (0,1 uM; bloqueador de canais de K" ativados pelo
Ca’" de alta e intermediaria condutancia), atropina (1 UM e 10 pM; antagonista de
receptores muscarinicos), ou pirilamina (10 uM; antagonista de receptores H1
histaminérgicos). Por fim, para verificar qualquer efeito residual ndo reversivel
produzido pelo EHDS na contrac@o e no relaxamento da aorta, os anéis foram lavados
com solucdo nutritiva e, apdés um intervalo de 60 minutos, induziu-se uma nova
contracao por fenilefrina (1 uM) e repetiu-se a adicdo da acetilcolina (1 pM) na fase
sustentada desta contragao.

Apéds estes experimentos, as fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
etandlica, obtidas a partir do EHDS, foram testadas em anéis de aorta com endotélio
vascular, contraidos com fenilefrina (1 uM). As concentra¢des utilizadas foram 1, 3, 10,

30, 100, 300 e 1000 pg/mL, para todas as fracoes.
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3.4.5 Avaliacao dos efeitos do EHDS na presséo arte rial de ratos anestesiados

Neste procedimento, os ratos Wistar foram inicialmente anestesiados com uma
mistura de quetamina/xilazina (100/20 mg/Kg, i.m.) para a cirurgia de introducédo de um
cateter heparinizado de polietileno (PE 50) na veia femoral, através do qual foram
injetadas as drogas em estudo, e de um segundo cateter, o qual foi inserido na artéria
cardtida e conectado a um transdutor de pressao arterial acoplado a um sistema
PowerLab para permitir o registro das alteracdes na pressao arterial média (PAM). Uma
canula foi introduzida na traquéia para facilitar a respiracdo espontanea dos animais
durante os experimentos. Ap0Os a cirurgia, um intervalo de 20 minutos foi respeitado
para a estabilizacdo da PAM antes da administracdo de qualquer substancia.

O primeiro protocolo experimental consistiu na administracdo i.v. da salina
isotdnica (0,1 mL; grupo controle) ou do EHDS (dissolvido em salina) nas doses de 10,
20 e 40 mg/Kg. Cada dose subsequente do EHDS foi administrada 20 min apos a
injecdo precedente. Este intervalo foi suficiente para garantir o retorno da PAM aos
niveis basais apds cada injecdo. Este mesmo procedimento foi repetido em grupos de
animais previamente tratados com pirilamina (antagonista de receptores H1 da
histamina; 15 mg/Kg, i.v.) ou atropina (antagonista de receptores muscarinicos; 2
mg/Kg, i.v.), 15 minutos antes da administracdo do EHDS. Nestes experimentos, 0s
agonistas histamina (10 nmol/Kg, i.v.) e acetilcolina (30 nmol/Kg, i.v.) foram utilizados
como controles positivos para verificar a eficacia da pirilamina e da atropina,
respectivamente. A hipotensdo causada pelos agonistas e pelo extrato foram
guantificadas diretamente no registro experimental, obtendo-se os valores da PAM
basal (antes da adicdo dos agonistas e do extrato) em relagéo ao valor correspondente

a queda da PAM apds a adicdo dos mesmos. A diferenca entre estes valores (0 A) foi
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usada na confecgdo dos gréaficos. Na sequéncia, os efeitos do EHDS sobre a pressao
arterial média antes e depois do tratamento com a atropina e a pirilamina foram,

portanto, comparados.

3.4.6 Equipamentos de registro

Todos os experimentos foram registrados por meio de um sistema composto por
transdutores de forca isométricos (modelos TRI 210 da Letica Scientific Instruments e F
1202 da CB Sciences, EUA) e de transdutores de pressdo (MLT0380/D,
ADInstruments, Australia) acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130,
MacLab ADI Instruments, Australia), conectados a um computador Apple contendo um
software especifico de integracdo (Chart v3.6.8, PowerLab/MacLab, ADI Instruments,

EUA).

3.5 Efeitos antioxidantes da Dicksonia sellowiana in vitro e in vivo

Visto que o EHDS induz relaxamento vascular mediado pelo NO, nesta etapa
buscou-se investigar se as mesmas concentracdes e doses dos polifendis da D.
sellowiana utilizadas no bloco anterior de experimentos apresentam uma acao
antioxidante significativa, a qual pode contribuir, ao menos em parte, para 0s seus

efeitos vasculares benéficos.

3.5.1 Drogas e reagentes

Acido ascorbico, 2,2-Difenil-2-picril hidrazil (DPPH), cloreto de nitroazul de
tetrazolio (NBT), dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADH), metasulfato de

fenazina (PMS), 2-desoxi-D-ribose, &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), é&cido
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tiobarbittrico (TBA), peroxido de hidrogénio (H.0O,), cloreto férrico (FeCls), manitol,
2',7’-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), rutina, albumina sérica bovina, e
catalase de eritrocitos humanos, todos da Sigma (St. Louis, MO, USA). 4',6-diamidino-
2-phenilindol (DAPI) obtido da Molecular Probes (Eugene, USA). Duodecil sulfato de
sodio (SDS) e kit de Bradford para quantificagdo de proteinas obtido da Bio-Rad
Laboratories (Califérnia - USA). Todo o material utilizado nos experimentos que

envolvem cultura celular foi adquirido da Cultilab (Campinas, Brazil).

3.5.2 Animais

Foram usados ratos wistar machos adultos (270 — 300 g), mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, livre acesso a agua e alimentacdo. Todos os protocolos
experimentais foram planejados visando envolver um nimero minimo de animais. Os
procedimentos adotados foram aprovados pelo comité de ética da Universidade
Federal de Santa Maria (onde os experimentos in vivo desta fase da pesquisa foram

realizados).

3.5.3 Cultura celular

Em um dos protocolos experimentais foram utilizadas células endoteliais
imortalizadas de aorta de coelho (RAEC) (Buonassisi and Venter, 1976), as quais
foram mantidas em incubadora com atmosfera umedecida, 5% CO,/ 90 % ar, a 37 .
O meio de cultura foi o F12 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 20 mM de
HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etano-acido sulfénico) e antibiotico gentamicina

(200 pg/mL).
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3.5.4 Protocolos experimentais in vitro

3.5.4.1 Avaliacdo da capacidade sequestradora dora dical DPPH pelo EHDS

A atividade sequestradora geral realizada pelo EHDS foi verificada pelo método
descrito por Brand-Williams (1995), o qual é baseado na reducao do radical DPPH em
solucdo metandlica, na presenca de um antioxidante doador de hidrogénio (por
exemplo os polifendis). A solu¢do do DPPH tem uma faixa de absor¢cdo a 517 nm e tem
uma cor fortemente violeta. A coloracdo decresce quando o DPPH é reduzido por
compostos antioxidantes. A coloracdo remanescente corresponde inversamente a
atividade sequestradores do antioxidante.

No procedimento, uma solucdo de DPPH (100 uM) foi preparada e 1,0 mL desta
solucéo foi adicionado a 3,0 mL de diferentes solucdes: controle negativo (contendo
metanol), acido ascorbico (AA, 50 pg/mL, controle positivo), e as diferentes
concentracbes do EHDS (0,1, 1,0, 10, 30, 50 e 100 pg/mL). Apdés 30 minutos, a
absorbancia foi determinada a 517 nm. As analises foram realizadas em triplicata e os
resultados expressos em termos da porcentagem de reducdo da absorbancia inicial do
DPPH no grupo controle. A concentracdo do extrato que causou 50% de reducéo da

atividade do DPPH (coloracao) foi determinada.

3.5.4.2 Determinacado da capacidade sequestradora do  radical &nion superéxido
(O2") pelo EHDS

A atividade sequestradora do anion superoxido foi verificada pelo método descrito
por Nishimiki et al., (1972), com algumas modificacdes. A mistura reacional consistiu de
Tris-HCI (16 mM, pH 8.0), NADH (3.38 uM), NBT (72 uM), e PMS (30 uM). A mistura do

metasulfato de fenazina com o NADH, em pH 8.0 gera anions superoxido, os quais
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podem ser quantificados pela sua capacidade de reduzir o NBT. A analise foi realizada
em triplicata, usando o &cido ascoérbico (AA, 50 pg/mL) como controle positivo. A
reacao foi acompanhada a 560 nm durante 5 minutos na auséncia (grupo controle) ou
em presenca do EHDS (0,1, 1,0, 30, 50 ou 100 pg/mL). A capacidade sequestradora
dos anions superéxido foi calculada usando a equacdo abaixo e o valor de Clsy foi

determinado.

Absorbancia da Amostra
1
Absorbancia do Controle

Efeito sequestrador (%) {1 -

[Qi et al., 2005]

3.5.4.3 Avaliacdo da capacidade sequestradora do ra dical hidroxila ( *OH) pelo
EHDS

A habilidade do EHDS sequestrar ‘OH foi verificada através do ensaio de
degradacéao da desoxirribose descrito por Halliwell et al. (1999). Quando o complexo
ferro/EDTA é incubado com um agente redutor e H,O,, o radical ‘OH que é gerado na
solugéo ataca a desoxirribose e a fragmenta gerando TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitarico). O TBARS gerado reflete a quantidade de ‘OH gerada, sendo que
a presenca de antioxidante compete com desoxirribose pelo "OH, diminuindo a
producdo do TBARS. A mistura reacional conteve tampao fosfato (20 mM),
desoxirribose (pH 7,4; 3,75 mM), FeCl; (100 mM), EDTA (100 mM) e H,0O, (1 mM), na
auséncia ou presenca do EHDS (0,1, 1,0, 10, 30, 50 e 100 pg/mL). A reacao foi iniciada
pela adicdo de 100 mM de &cido ascorbico. As amostras foram incubadas em banho,
sob agitacdo, durante 60 minutos a 37 °C, e em seguida foi realizado o ensaio do
TBARS conforme descrito por Halliwell & Gutteridge (2007). A absorbancia da mistura

foi mensurada a 532 nm contra um branco. O manitol (1 mM), um conhecido
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sequestrador de "OH, foi utilizado como controle positivo. O ensaio foi realizado em
triplicata e a porcentagem da acéo foi calculada usando a mesma equacéo descrita no

item anterior. A ICsq foi determinada.

3.5.4.4 Avaliacdo da capacidade sequestradora do pe roxido de hidrogénio
(H20,) pelo EHDS

A atividade sequestradora de H,O, pelo extrato foi determinada pelo método
descrito por Ruch e colaboradores em 1989. Diferentes concentracoes (0,1, 1,0, 10, 30,
50 e 100 pg/mL) do EHDS foram adicionadas a uma solugédo de H,O, (4 mM em
tampao fosfato, pH 7.4) e a absorbancia a 230 nm foi determinada, apds 10 min, contra
um branco contendo tampao fosfato e as diferentes concentragbes do extrato na
auséncia do H,O,. O acido ascérbico (50 pug/mL) foi usado como controle positivo. O
ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem
sequestradora do H,O, em relacdo ao controle sem o extrato. A Clsp foi também

determinada.

3.5.4.5 Efeito do EHDS nas células endoteliais expo stas ao H ,0;

O H,O, € um importante agente oxidante, o qual induz a formacédo de ROS em
muitos tipos celulares (Coyle et al., 2006). Neste experimento, o H,O, foi usado para
induzir o estresse oxidativo em uma cultura estavel de células endoteliais de aorta de
coelho para verificar se 0 EHDS exerce prote¢do antioxidante em sistemas biologicos.
Nestas células, a geracdo de ROS foi verificada com o auxilio da sonda 2',7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), um composto lipossolavel, originalmente néao

fluorescente, que apés ser oxidado pelas ROS intracelulares é convertido em 2',7'-
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diclorofluoresceina (DCF), tornando-se insolivel em meio lipidico (mantendo-se no
interior da célula) e fluorescente (Royall & Ischiropoulos, 1993).

Nesses experimentos, as células endoteliais foram cultivadas em placas durante
7 dias (até atingir a quantidade de 10 células, quantificadas em camara de Neubauer)
e foram em seguida tratadas com o veiculo (PBS), EHDS 10, 30 e 50 pg/mL ou com
rutina 70 pg/mL (utilizada como controle antioxidante positivo) durante 1 hora a 37 °C.
ApoOs este procedimento, as células foram lavadas e entdo expostas ao H,O, (10 pM)
durante 15 min. Um grupo controle (em auséncia de H,O,) foi providenciado para
comparacdo. Em seguida as células foram novamente lavadas com PBS (para remover
o H;0;) e expostas a sonda DCFH-DA (10 uM). As células foram incubadas com a
sonda durante 5 minutos a 37 € e esta foi removida apds uma nova troca de meio.
Para obter uma fluorescéncia nuclear e confirmar a existéncia de células nas imagens
sem fluorescéncia da DCF, as células foram incubadas durante 5 minutos com o DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindole; 300 nM diluido em PBS).

A fluorescéncia da DCF foi captada em microscopio confocal (Confocal
Radiance 2100, Bio Rad Hercules, CA, USA) acoplado a um Nikon-Eclipse ES800 com
objetivas Plan-Apochromatic (Sciences and Technologies Group Instruments Division,
Melville, NY, USA) a 525 nm de emissao e 488 nm de excitagdo. As imagens foram
analisadas com software especifico (Laser Sharp 2000) e as intensidades da
fluorescéncia foram quantificadas por densitometria de pixels, usando o software Scion
Image e representam a média de trés imagens obtidas em experimentos

independentes.
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3.5.5 Protocolos experimentais in vivo

3.5.5.1 Determinacéo da atividade da catalase

A catalase protege as células dos efeitos nocivos do H,O, (Halliwell, 1990).
Neste experimento, a salina (0.9 % NaCl, 1 mL/Kg, i.p.) ou o EHDS (10, 20 or 40
mg/Kg, i.p.) foram injetados em ratos trinta minutos antes destes animais serem mortos
por decapitacdo. Amostras de sangue foram coletadas imediatamente apds o sacrificio
e acondicionadas em tubos. Em seguida foram diluidas 1:10 em 50 mM de tampé&o
fosfato/potassio. A atividade da catalase foi determinada de acordo com a
decomposicédo de 30 mM de H,O, em 50 mM de tampéo fosfato/potassio (pH 7.0) a
240 nm durante 120 s (Aebi, 1984) por espectrofotometro (Hitachi U-2001 com
termostato a 37 °C). A atividade especifica da catalase foi expressa pela constante k
[(1/min) x mg de proteina] (Hirrlinger et al., 2002). O contetdo protéico foi quantificado
colorimetricamente pelo método de Bradford (1976). Controles apropriados para a

decomposicdo ndo-enzimatica do H,O, foram incluidos no ensaio.

3.5.5.2 Ensaio de peroxidagdo lipidica — substdncia s reativas ao 4&cido
tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica € uma consequéncia bem caracterizada do estresse
oxidativo, a qual conduz ao dano tecidual (Hirrlinger et al., 2002). Para avaliar a
peroxidacédo lipidica, diferentes grupos de animais foram tratados com salina (0.9 %
NaCl, 1 mL/Kg, i.p.) ou com diferentes doses do EHDS (10, 20 ou 40 mg/Kg, i.p.).
Trinta minutos depois os animais foram mortos e amostras do sangue foram coletadas

e centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos para a obteng&o do plasma sanguineo.
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O conteudo do TBARS foi determinado em meio contendo 0,1 mL de plasma, 0,1 mL
de SDS (8,1%), 0,4 mL de tampéo acido acético (500 mM, pH 3,4), e 0,75 mL de &cido
tiobarbitdrico (TBA, 0,81%). A mistura foi ajustada para um volume total de 2 mL com
agua ultrapura aquecida a 95 €. Apoés resfriamento a temperatura ambiente, a
absorbancia foi determinada no sobrenadante a 532 nm. O conteddo do TBARS foi
expresso em nmol de malonialdeido (MDA), um produto da decomposicdo dos
peréxidos lipidicos, que serve como indicador da peroxidacao lipidica (Hirrlinger et al.,
2002). O conteudo de proteinas foi determinado colorimetricamente pelo método de

Bradford (1976).

3.6 Efeitos da Dicksonia sellowiana em artéria coronaria de porco (vaso de

resisténcia) e em cultura de células endoteliais

Nesta etapa, buscou-se determinar o efeito protetor do EHDS em artéria
coronaria de porco, um importante modelo de vaso de resisténcia, alvo de importantes
doencas cardiovasculares como a aterosclerose e o infarto do miocardio. Foram
também realizados experimentos em cultura primaria de células endoteliais da
coronaria de porco para caracterizar o mecanismo molecular ativado para a producéo e

liberacdo do NO endotelial em resposta ao EHDS.

3.6.1 Reagentes

Apamina, caribdotoxina, calmidazélio, atropina, superoxido dismutase (SOD),
catalase, PEG-catalase, indometacina, bradicinina, dihidroetidina, Nw-nitro-L-arginina
(L-NA), KN-93 (2-[N-(2-Hydroxietil)]-N-(4-metoxibenzenesulfonil)] amino-N-(4-

clorocinamil)-N-metilbenzilamina) e N-acetil-L-cisteina (NAC), provenientes da Sigma.
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Wortmaninaa, e MNTMPyP (Mimético da superdxido dismutase Mn(ll)tetraquis(1-metil-
4-piridil)porfirina) da Alexis Chemicals. U46619 (9,11-dideoxi- 9a-metanoepoxi
prostaglandina F2a) da Cayman Chemical, e PP2 (4-amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-
butil)pirazolo [3,4-d]pirimidina) da Calbiochem. As substancias testadas foram
preferencialmente dissolvidas em Krebs- bicarbonate ou 10% (vol/vol) dimetilsuféxido
(DMSO) quando necessério. Na diluicdo final o contetdo de DMSO foi inferior a 0.05%
(vol/val), o qual n&o interferiu na tenséo vascular. A solugédo do EHDS foi preparada em

solucéo de Krebs-bicarbonato imediatamente antes do uso.

3.6.2 Preparacédo dos anéis de artéria coronariade  porco

Coracdes de porcos de ambos os sexos foram coletados em um abatedouro da
cidade de Strasbourg — Franca e as artérias coronarias descendentes esquerdas foram
dissecadas, limpas do tecido conectivo e seccionadas em anéis de 4 mm. Os anéis
foram entdo acondicionados em cubas de vidro por meio de hastes metalicas. Uma das
extremidades das hastes foi conectada a transdutores de tenséo isométrica, acoplados
a um amplificador e a um computador com programa especifico para registro das
contracdes isométricas (U-vessels; Université Luis Pasteur - Strasbourg). Nos
experimentos que necessitaram da auséncia de endotélio, o lumen do vaso foi
removido mecanicamente utilizando uma pin¢a. Os anéis foram mantidos a 37 T em
solucéo oxigenada (95% O,/ 5% CO,) de Krebs — bicarbonato (composicdo em mM:
NaCl 119, KCI 4.7, KH,PO4 1.18, MgSO, 1.18, CaCl, 1.25, NaHCO3 25, and D-glucose
11, pH 7.4) e a uma tensado basal de 5 g. Foi permitido um periodo de 60 minutos para
estabilizacdo da preparacdo, durante os quais a solugéo nutritiva foi periodicamente

trocada e a tensao reajustada.
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3.6.3 Estudos de reatividade vascular

Apos o periodo de estabilizacdo, a viabilidade de cada anel de coronaria de
porco foi verificada através de uma contracao inicial com KCI| (80 mM). Apds trocas
sucessivas de solucdo nos 30 minutos seguintes, os anéis foram contraidos com
U46619 (1-60 nM), um mimético do tromboxano A,, até atingir 80% da contracdo
maxima. Na fase sustentada desta contracdo, a bradicinina (0,3 uM) foi administrada
para verificar a presenca ou auséncia do endotélio vascular. Apds a remoc¢ao dessas
drogas por lavagem do vaso e um novo periodo de estabilizacdo, as propriedades
relaxantes do EHDS (0,1 a 100 pg/mL) foram avaliadas. Em varios protocolos
experimentais, os anéis foram previamente expostos aos inibidores durante os 30
minutos que precederam a administracdo do U46619 e a nova exposi¢cao ao EHDS. Os
inibidores utilizados foram a indometacina (10 uM), a caribdotoxina (100 nM), a
apamina (100 nM), a atropina (1 puM), o L-NA (100 puM; um inibidor ndo seletivo das
NOS), calmidazolio (10 pM; inibidor da calmodulina), KN-93 (10 pM, inibidor da
calmodulina quinase I, CaMKIl), enzima SOD (500 U/mL), MNnTMPyP (100 uM; analogo
permeavel da SOD), enzima catalase (500 U/mL), Peg-catalase (500 U/mL; catalase
associada ao polietileno glicol, o qual permite permear as células), PP2 (10 pM; inibidor
da Src quinase), ou wortmanina (30 nM; inibidor da via PI3K/Akt).

Em outro protocolo experimental, contragcdes cumulativas induzidas pelo U46619
(2 nM a 1 uM) foram induzidas na auséncia ou presenca do EHDS (100 pg/mL) em
diferentes condi¢cGes de tempo: (a) EHDS incubado durante 5, 30, 60 ou 180 minutos (3
horas) antes da curva com o U46619 em presenca do extrato; (b) EHDS incubado
somente durante 5 minutos antes da remoc¢ao do extrato pela troca do liquido nutritivo

e subsequiente espera até os tempos de 25, 55 ou 175 minutos antes da curva de
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contracdo pelo U46619 em auséncia do extrato, e (c) ambas condi¢cdes anteriores em
presenca do L-NA (100 pM; 30 min).

Além destes experimentos, foram investigadas as capacidades vasorrelaxantes
do acido galico, do acido protocatecuico, do acido clorogénico, acido cumarico, acido
ferdlico, acido sinapico e acido cinamico, compostos fendlicos identificados por HPLC-
DAD no extrato hidroalcoodlico da D. sellowiana (EHDS). Todos estes compostos foram
testados nas concentragbes entre 10° e 10" M, adicionadas em anéis de artéria
coronaria de porco, com e sem endotélio vascular, previamente contraidos com o U

46619.

3.6.4 Determinacao da formacéo vascular de ROS em p resenca do EHDS

A sonda diidroetidina (DHE) foi usada para avaliar in situ a formagao de ROS
através do método descrito por Miller e colaboradores em 1998. O DHE penetra
livremente nas células e, em presenca de ROS, € oxidado a brometo de etidio, o qual €
capaz de se intercalar ao DNA das células e emitir fluorescéncia. Anéis de artéria
coronaria de porco (5 a 6 mm) dos grupos controle, grupo tratado com o EHDS (100
pg/mL), ou EHDS mais SOD (500 U/mL), catalase (500 U/mL), MNnTMPyP (100 uM),
Peg-catalase (500 U/mL), ou com o antioxidante NAC (10 mM) foram embebidos em
composto OCT (resina para congelamento rapido de tecidos e corte em criostato;
Tissue-Tek®; Qaigen, Hilden, Alemanha), e congelados imediatamente em nitrogénio
para posterior seccdo em microtomo criostato. Estes anéis de artérias coronarias
congeladas e nao fixados foram entdo seccionados a 25 pm de espessura e aderidos a
laminas de vidro. O DHE (2,5 uM) foi aplicado a todos os tecidos das laminas, os quais
foram incubados em camara umidificada, ao abrigo da luz, a 37 T durante 30 minutos

antes de selar com a laminula. As imagens foram obtidas com um microscopio confocal
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(Bio-Rad MRC-1024) equipado com laser criptonio/argonio. A aquisicdo das imagens
foi realizada sob os padrdes de calibragem idénticos para o controle ou tratados com o
EHDS, com e sem inibidores. O brometo de etidio foi excitado a 488 nm com espectro

de emissao de 610 nm. A fluorescéncia foi detectada com filtro de 585 nm.

3.6.5 Determinacao da fosforilagdo da eNOS por imun  ohistoquimica

Artérias coronarias foram isoladas, embebidas em composto OCT e congeladas
em nitrogénio liquido. As artérias congeladas foram seccionadas em criostato na
espessura de 14 um. As laminas foram fixadas com paraformaldeido 4%, e tratadas
com albumina em PBS, contendo 0,1% de BSA e 0,05% de Tween-20 durante 45
minutos para bloquear qualquer sitio de ligagdo nao especifico. Em seguida, as
seccOes foram incubadas durante a noite, a 4 T com a albumina sem anticorpo ou
com um anticorpo especifico contra eNOS. Utilizou-se o anticorpo policlonal purificado
de coelho contra a eNOS fosforilada na serina 1177 (Santa Cruz, SC-21871, diluicdo
1:100). As seccdes foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario
(anti—rabbit 1gG ligado a peroxidase, diluicdo 1:200; Cell Signaling Technology). As
preparacdes foram mantidas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e lavadas em

PBS antes da colocacéo das laminulas e verificacdo no microscopio confocal.

3.6.6 Cultura priméria de células endoteliais de co  ronaria de porco

Segmentos longos de artéria coronaria de porco foram lavados internamente
com PBS sem calcio, para remover o sangue remanescente. Em seguida, as células
endoteliais foram isoladas por meio do tratamento com colagenase (tipo I, Worthington,

1 mg/ml durantel5 min a 37 ) e cultivadas em plac as contendo meio MCDB 131
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(Invitrogen) e 15% de soro fetal bovino suplementado com penicilina, (100 U/ ml),
estreptomicina (100 U/ml), fungizona (250 ug/ml), e L-glutamine (2 mM) (todos da
Cambrex). A confluéncia era atingida entre as 48 a 72 horas que se seguiam. Todos 0s
experimentos foram realizados em culturas celulares confluentes e de primeira
passagem. As células foras expostas ao meio de cultura contendo 0,1 % de soro fetal

bovino (QBiogene) durante 6 horas antes do tratamento das células.

3.6.7 Analise por Western Blot

As fosforilagbes da eNOS, Akt e Src foram determinadas em cultura de células
endoteliais de coronaria de porco através da técnica de Western Blot, exatamente
como descrito por Anselm e colaboradores (2007). Para este experimento, as células
foram previamente tratadas durante 30 minutos com PBS (controle negativo), ou com
os inibidores calmidazodlio (10 uM), o KN-93 (10 uM), SOD (500 U/mL), MnTMPyP (100
1M), catalase (500 U/mL), Peg-catalase (500 U/mL), PP2 (10 uM) ou wortmaninaa (30
nM). Apés o tratamento, os inibidores foram removidos com a troca do meio e as
células foram tratadas com o EHDS (100 pg/mL). Alguns experimentos foram
realizados exclusivamente com o EHDS para investigar o efeito das diferentes
concentragbes e dos tempos de incubacdo sobre a fosforilagdo das proteinas
investigadas. Apés o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com o PBS
gelado e entdo lisadas com uma mistura contendo Tris/HCI 20 mM (pH 7.5; QBiogene),
NaCl 150 mM, NazvVO, 1 mM, fosfato de sédio 10 mM, NaF 20 mM, &cido ocadaico
0.01 mM (Sigma), inibidor de protease (Roche) e 1% Triton X-100 (QBiogen). O total de
proteinas usado por amostra foi 20 pug. As proteinas foram separadas em gel de
poliacrilamida SDS 8% (Sigma) a 70 V durante 2 horas. Em seguida foram transferidas

eletroforeticamente, a 100 V durante 120 minutos, para membranas (difluoreto de
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polivinilidina da Amersham), as quais foram bloqueadas com meio contendo 3 % de
albumina sérica bovina, Tris (Biorad) e 0,1% de Tween-20 (Sigma) (TBST) durante 1
hora. Para deteccdo das proteinas fosforiladas, as membranas foram incubadas com
0S respectivos anticorpos primarios (p-Src Tyr418, Biosource; p-Akt Ser473 e p-eNOS
Serl177, Cell Signaling Technology; diluicdo de 1:1000), a 4 C durante a noite. Apds a
lavagem em PBS, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario
(anticorpo anti-rabbit 1gG ligado a peroxidase, diluicdo de 1:5000; Cell Signaling
Technology), em temperatura ambiente, durante 60 minutos. Marcadores especificos
(Invitrogen) foram utilizados para a determinac&o do peso molecular e identificagdo das
proteinas na membrana. As bandas imuno-reativas foram detectadas pelo aumento da
guimioluminescéncia (Amersham). Frequentemente uma solucdo de Ponceau foi

utilizada para verificar a qualidade da transferéncia das proteinas.

3.7 Andlise estatistica (aplicada nos trés estudos)

Os resultados sdo expressos como a média + erro padrdo da media de 3 a 6
experimentos (em cultura de células e misturas reacionais) ou 5 a 8 experimentos (com
animais e artérias isoladas). As avaliacOes estatisticas foram realizadas através da
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni ou pelo teste t de
Student, para amostras ndo pareadas. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os graficos e as analises estatisticas foram obtidos com
o auxilio do programa GraphPad Prism® versdo 5.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).
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IV. RESULTADOS

4.1 Efeito relaxante da Dicksonia sellowiana em vaso de condutancia:

experimentos em aorta isolada de rato e confirmacéao in vivo

4.1.1 Participacdo da via NO/GMPc no efeito vasorre laxante do EHDS em aorta

de rato

Nos experimentos que investigaram a participacao do endotélio e o envolvimento
da via NO/GMPc nos efeitos vasculares do EHDS, a adicdo cumulativa do extrato nas
concentracOes de 3, 5, 10, 30 e 50 pg/ml ocasionou um potente relaxamento vascular
(Emax = 90,2 + 2,3%) em anéis de aorta de rato contendo endotélio pré-contraidos com
fenilefrina, mas ndo em anéis cujo endotélio foi removido (Figura 16 A). A CEsg
(juntamente com o limite de confianca para 95 %) foi de 25,3 (17,5-33,1) pg/ml.
Sessenta minutos apos a remocao do EHDS das cubas, os efeitos da fenilefrina e da
acetilcolina foram similares aqueles obtidos antes da adicdo do EHDS. A incubacéo
prévia com L-NAME (inibidor das NOS) ou com ODQ (inibidor da guanilil ciclase), foi
capaz de prevenir completamente o relaxamento induzido pelo EHDS em aorta de rato

(Figura 16 B e C, respectivamente).
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Figura 16: O EHDS induz relaxamento vascular depend ente do endotélio e da via 6xido
nitrico/GMPc (A) Atividade relaxante do EHDS (3, 5, 10, 30 e 50 ug/ml) em anéis de aorta de
rato com endotélio (indicado por E+) e sem endotélio (indicado por E-). (B) Inibicdo do
relaxamento induzido pelo EHDS em anéis de aorta de rato por incubagdo com o L-NAME
(inibidor da eNOS) ou (C) do ODQ (um inibidor da enzima guanilil ciclase). Os resultados
correspondem a meédia + EPM de 5-7 experimentos. * p < 0.05 em comparagdo aos
respectivos controles (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).

4.1.2 Envolvimento da via PGl >, AMPc no efeito vasorrelaxante do EHDS em
aorta de rato

Nos experimentos que investigaram o envolvimento da via endotelial da
PGI,/AMPc, a incubacdo com indometacina (10 pM; inibidor da ciclooxigenase) ou com
KT 5720 (1 pM; inibidor da proteina quinase A — PKA) reduziu parcialmente a resposta
vasorrelaxante induzida em anéis de aorta com endotélio pelo EHDS (Figura 17 A e B).

A incubacdo com indometacina resultou em um deslocamento & direita no relaxamento
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dependente da concentragcdo produzido pelo EHDS, aumentando sua CEsy de 15,5
(8,2-26,8) para 33,7 (28,2-39,3) pg/ml. Em ambos os casos, houve reducéo

proporcional da resposta relaxante maxima.
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Figura 17: Os inibidores da ciclooxigenase (COX) e da proteina guinase A (PKA) inibiram
parcialmente o relaxamento induzido pelo EHDS. (A) Efeito do EHDS na auséncia e
presenca da indometacina (inibidor da COX), e (B) na auséncia e presenca do KT 5720
(inibidor da PKA). Os resultados correspondem a média + EPM de 5-7 experimentos. * p < 0.05
em comparagdo aos respectivos controles (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de
Bonferroni).

4.1.3 Participagdo dos canais de potassio no efeito vasorrelaxante do EHDS em
aorta de rato

Na investigacdo de qual o canal de K™ estaria envolvido nos efeitos vasculares do
EHDS, a glibenclamida (GLB; bloqueador de canais de potassio sensiveis ao ATP; 10
KM) e a aminopiridina (4-AP; blogueador de canais de potassio sensiveis a voltagem; 1
mM) néo interferiram de forma significante (Figura 18 A). Entretanto, o efeito
vasorrelaxante do EHDS foi reduzido em aproximadamente 70% apds incubacdo com o
tetraetilamoénio (TEA; blogueador ndo seletivo de canais de potassio; 10 mM) (Figura
18 B). Além disso, a exposi¢cao dos anéis de aorta a apamina (bloqueador seletivo de

canais de potassio sensiveis ao calcio de baixa condutancia; 0,1 uM) deslocou a curva
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do efeito do EHDS para a direita, modificando a CEsp de 14,5 (8,4 — 20,6) pg/ml para
29,4 (19,9 — 38,8) ug/ml, e ainda reduziu o relaxamento maximo (Figura 18 C),
enquanto que a caribdotoxina (blogueador de canais de potassio de condutancia
intermediaria e alta; 0,1 uM) aboliu a resposta vasorrelaxante induzida pelo EHDS
(Figura 18 - D). E importante salientar que ndo foram observadas alteracBes
significantes na contracdo dos anéis de aorta em resposta a fenilefrina apés a

incubacéo dos bloqueadores de canais de K* utilizados.
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Figura 18: Efeito inibitério dos bloqueadores de canais de pot assio no relaxamento

vascular induzido pelo EHDS. O relaxamento produzido pelo EHDS (1 a 50 pg/mL) foi testado
na auséncia e presenca da glibenclamida (GLB, bloqueador de canais de potassio sensiveis ao
ATP) e 4-aminopiridina (4-AP, bloqueador de canais de potassio sensiveis a voltagem) (A), do
tetraetilamdnio (TEA, bloqueador ndo seletivo de canais de potassio) (B), da apamina
(bloqueador de canais de potassio sensiveis ao calcio de baixa condutancia) (C), ou da
caribdotoxina (bloqueador de canais de potassio de condutancia intermediaria e alta) (D). Os
resultados correspondem a média + EPM de 5-7 experimentos. * p < 0.05 em comparacao aos

respectivos controles (ANOVA de duas vias seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.1.4 Envolvimento dos receptores muscarinicos endo  teliais no efeito

vasodilatador induzido pelo EHDS

Nos experimentos que buscaram investigar se algum receptor existente na
membrana das células endoteliais poderia ser ativado e ocasionar a vasodilatacéo,
observou-se que o relaxamento vascular induzido pelo EHDS néo foi alterado apds
incubacgéo da pirilamina (um antagonista seletivo de receptores H; da histamina; 10
uM) (Figura 19 A), mas foi significativamente reduzido, e de forma concentracdo
dependente, na presenca de atropina (antagonista de receptores muscarinicos; 1 e 10
pnM) (Figura 19 B). As concentracOes utilizadas da pirilamina e da atropina impediram
as respostas vasorrelaxantes promovidas pela histamina e pela acetilcolina (dados néo

mostrados), comprovando a eficicia dos antagonistas neste procedimento.
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Figura 19: O relaxamento vascular induzido pelo EHDS envolve a ativacdo de receptores

muscarinicos em aorta de rato. Os graficos mostram o relaxamento vascular induzido pelo
EHDS (1 a 50 pg/mL) em anéis de aorta incubados ou ndo com pirilamina (antagonista de
receptores H;) (A) ou com a atropina (antagonista de receptores muscarinicos) (B). Os
resultados correspondem a média + EPM de 5-7 experimentos. * p < 0,05 em comparac¢ao aos

respectivos controles (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.1.5 Efeito hipotensor do EDHS em ratos anestesiad  o0s

Nos ensaios in vivo que buscavam verificar a ocorréncia de hipotensao atraves
dos mecanismos sugeridos pelos testes in vitro, verificou-se que a administracdo do
EHDS (10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) em ratos anestesiados reduziu a pressao arterial média
(PAM) de forma dependente da dose (Figura 20 e Figura 21 A). O efeito hipotensor da
dose de 40 mg/Kg ndo foi modificado nos animais previamente tratados com a
pirilamina (antagonista de receptores Hj. 15 mg/Kg, i.v.) (Figura 21 B), mas foi reduzido
substancialmente pela atropina (antagonista de receptores muscarinicos; 2 mg/Kg, i.v.)

(Figura 21 C).

200 -

EHDS 40 mg/Kg

EHDS 10 mg/Kg EHDS 20 mg/Kg

1004

PAM mmHg

Figura 20. Registro tipico do efeito hipotensor dep  endente da dose induzido pelo EHDS
(10, 20, e 40 mg/Kg) administrado pela via endoveno sa em ratos anestesiados.

PAM = presséo arterial média.
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Figura 21. O efeito hipotensor do EHDS em ratos ane  stesiados € dependente da ativacao

de receptores muscarinicos. O EHDS (10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) reduziu da presséao arterial
média (PAM) de forma dependente da dose (A). Este efeito ndo foi alterado pela pirilamina,
antagonista H1 (15 mg/Kg, i.v.) (B), mas foi bloqueado pela atropina (2 mg/Kg, i.v.) (C). A
hipotenséo induzida pela histamina (Hist, 2 pg/Kg, i.v) e pela acetilcolina (ACh, 30 nmol/Kg, i.v)
correspondem aos controles positivos e confirmam a eficacia dos antagonistas. Os resultados
mostram a média + EPM de 6 experimentos. * p < 0.05 em comparacdo aos respectivos
controles; # p < 0,05 na comparagéo entre as diferentes doses do EHDS (ANOVA seguida pelo

teste t de Bonferroni).

4.1.6 Efeito vasorrelaxante das fracdes obtidasap  artir do EHDS

Na investigacdo de qual francdo do EHDS apresentaria o maior efeito
vasorrelaxante, as fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e etandlica

(polaridade crescente) foram testadas nas concentracdes entre 1 e 1000 pg/mL e
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induziram efeitos vasorrelaxantes parciais nos anéis de aorta com endotélio vascular e
pré-contraidos com fenilefrina (Tabela 4). Foram determinadas as porcentagens de
relaxamento das fragoes e do EHDS, bem como as concentragdes nas quais os efeitos
méaximos foram obtidos.

Tabela 4: Efeito vasorrelaxante das fracdes obtidas a partir do extrato hidroalcodlico das

folhas de Dicksonia sellowiana (EHDS) em anéis de aorta de rato.

~ Relaxamento ~ N (nimero de
Fracoes - Concentragao ;
maximo (%) experimentos)
Hexanica NS 1000 pg/mL 4
Cloroformica 72+21,3% 1000 pg/mL 4
Acetato de etila 33,7£3,2% 300 pg/mL 5
Etandlica 44,2 £ 2,7 % 300 pg/mL 5
EHDS 92,4+£2,7% 50 pg/mL 5

Os anéis de aorta de rato com endotélio foram pré-contraidos com fenilefrina (1 uM) e as
fracOes foram testadas nas concentragbes de 1 a 1000 pg/mL. Os valores mostram as
porcentagens totais de relaxamento e as concentragdes nas quais o efeito maximo foi obtido.

NS = néo significante.

4.2 Efeitos antioxidantes da Dicksonia sellowiana in vitro e in vivo

421 Atividade antioxidante do EHDS contraos radi  cais DPPH, O, *OH, H->0,

O EHDS (0,1, 1,0, 10, 30, 50 e 100 pg/mL) reduziu os niveis de DPPH de forma
dependente da concentracdo. As porcentagens de inibicdo corresponderam a 20,3;
37,4; 61,1; 63,0 e 73,6 %, respectivamente (Figura 22 A), com valor de Cls
correspondente a 6,83 £ 2,05 pg/mL do extrato. O acido ascorbico (AA, 50 pg/mL) foi

usado como controle positivo e inibiu significativamente o DPPH disponivel (~68,4 %).
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A Figura 22 B mostra que o EHDS (0,1 a 100 pg/mL) foi muito efetivo no
sequestro do O;". As porcentagens de inibigdo foram respectivamente 0,75, 5,44, 45,6,
75,9, 92,7 e 96,6%, com valor de Clsg de 11,6 + 5,4 ug/mL. O acido ascoérbico (AA, 50
pg/mL), foi usado como controle positivo e inibiu 67% da geracao de O, 'pelo sistema.

O EHDS também mostrou uma importante habilidade de inibir a degradagédo da
desoxirribose mediada pelo radical hidroxila, a qual serve como indicativo da
capacidade sequestradora do ‘OH. O EHDS 0,1 a 100 pug/mL inibiu significativamente a
degradacao da desoxirribose de maneira dependente da concentracao (34,6; 46,1;
59,1; 61,3; 67,7 e 74 %) com um valor de Clso correspondente a 2.03 + 0.4 pg/mL. O
controle positivo utilizado foi o manitol (10 mM; um sequestrador classico do "OH), o
qual inibiu a degradacao da ribose em aproximadamente 50 % (Figura 22 C).

A Figura 22 D demonstra a capacidade sequestradora do EHDS contra o
peréxido de hidrogénio (H,0O,). O EHDS 0,1, 1,0, 10, 30, 50 ou 100 pug/mL sequestrou o
H,O, de forma dependente da concentragéo, cujos valores corresponderam a 31,5;
43,3; 56,8; 70,1; 76,3 e 80,9 %, respectivamente. O valor de Clso correspondeu a 4,8 +
0,4 pg/mL. O acido ascorbico (50 pg/mL) foi usado como controle positivo e produziu

46,9 % de reducao da concentracédo de H,O; livre.
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Figura 22: Atividade antioxidante do EHDS sobre espécies reati vas de oxigénio. Os
gréficos correspondem as porcentagens do sequestro do radical estavel DPPH (A), do anion
superoxido (B), do radical hidroxila (C) e do peroxido de hidrogénio (D) pelo EHDS (0,1 a 100
pg/mL). Todas as barras correspondem a diferenca, em porcentagem, da absorbéncia das
misturas reacionais contendo o extrato ou os controles positivos acido ascérbico (AA) e manitol
(M) em relagéo a absorbancia do veiculo. Os resultados correspondem a média + EPM de 3a 4
experimentos. * p < 0,001 em relacdo aos controles sem extrato e # p < 0,05 na comparacao

entre o controle positivo e o EHDS 100 pg/mL (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de
Bonferroni).

4.2.2 Efeito protetor do EHDS nas células endotelia is contra a acdo oxidante do
peréxido de hidrogénio (H ,0)

Neste experimento, uma cultura de células endoteliais de aorta de coelho foi

utilizada para investigar as propriedades antioxidantes do EHDS contra o estresse
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oxidativo induzido pelo H,O,, um insulto quimico que mimetiza condi¢cbes patologicas
vasculares. Os niveis de ROS foram quantificados através da diclorofluoresceina (DCF)
em células tratadas ou ndo com o EHDS. A reducdo da fluorescéncia indica a

diminuicdo do H,O, disponivel e a consequente atividade protetora do extrato.

A Figura 23, painel A representa as células endoteliais controle (ndo expostas ao
agente pro-oxidante H,O,, 10 uM) (a). A adicdo do H,O, nas células tratadas com o
veiculo (PBS) resultou num aumento da producdo intracelular de radicais livres
(representada pela fluorescéncia) de 100% (valor do controle basal) para 195,7%
(veiculo) (b). O tratamento prévio das células com o EHDS 10 (c), 30 (d) e 50 pg/mL
(e) preveniu os efeitos do H,O,, cujos valores de reducdo da fluorescéncia foram
122,5%, 154,3% e 169,2% em comparacao ao veiculo, respectivamente. Além disso,
em relacéo ao controle néao tratado (a) observou-se que o EHDS né&o apenas preveniu
os efeitos do H,O, como conseguiu reduzir a fluorescéncia a niveis inferiores aos
basais. Estes resultados indicam que o EHDS exerce uma forte protecdo contra o
estresse oxidativo gerado pelo H,O,. Similarmente, a rutina (70 pg/mL) usada como
controle positivo, provocou uma forte reducdo da fluorescéncia (166,5 %) gerada pelo
H,O- (). A coluna das imagens inferiores representa as mesmas populacdes de células
marcadas com o DAPI (que evidencia o nucleo das células), usado como controle
comparativo do numero de células em cada amostra. Todos os resultados foram ainda
representados na forma de grafico (Figura 23, painel B). Nossos dados demonstram
gue, em condi¢des in vitro, o EHDS 10, 30 e 50 pg/mL exerce uma importante agéo

protetora contra o estresse oxidativo gerado pelo H,O».
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Controle Veiculo EHDS 10 pyg/mL EHDS 30 pg/mL  EHDS 50 pg/mL  Rutina 70 pg/mL

DCF

h . . . . . .

Figura 23 A: O EHDS protege as células endoteliais contra o estr  esse oxidativo produzido pelo H ,0,. As culturas de células endoteliais de
aorta de coelho foram previamente tratadas com o Veiculo (PBS) (b), com o EHDS 10 pg/mL (c), 30 pg/mL (d) ou 50 pg/mL (e) ou com a rutina 70
pg/mL, usada como controle positivo antioxidante (f). Em seguida, todos estes grupos foram expostos ao H,O, (10 puM), durante 15 minutos, para
inducdo do estresse oxidativo. Para efeitos de comparacdo, um grupo de células sem nenhum tipo de tratamento foi reservado (grupo basal

“Controle”) (a). A geragdo de ROS foi avaliada através de fluorescéncia da sonda 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) em microscopia confocal. As

amostras foram também marcadas com o DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) para obtencédo de uma fluorescéncia nuclear (aumento X 20).
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Figura 23 B: Representacdo gréfica das médias, em porcentagem, de fluorescéncia da 2’,7'-
diclorofluoresceina (DCF) obtidas nas imagens das culturas de células endoteliais tratadas ou
nao com o H,O, (10 uM), previamente tratadas com com o veiculo (V), com o EHDS 10, 30 e
50 pg/mL ou com a Rutina 70 pg/mL (controle antioxidante positivo). As barras correspondem
a média £+ EPM das porcentagens determinadas pela densitometria de pixels nas imagens
confocais das culturas celulares (n = 3). * p < 0,001 quando comparado ao veiculo (V); # < 0,05
guando comparado ao controle basal, sem exposi¢cado ao H,O, (C) (ANOVA de uma via seguida

pelo teste t de Bonferroni).

4.2.3 Efeitos in vivo do EHDS na atividade da catalase e na peroxidacdo | ipidica

Para verificar se a atividade protetora do EHDS contra o estresse oxidativo
exercido pelo H,O, nas células endoteliais ocorria devido ao aumento da atividade da
enzima catalase, amostras de sangue de ratos pré-tratados com EHDS 10, 20 ou 40
mg/Kg (i.p.) foram usadas na avaliacao da atividade da catalase. Entretanto, os dados

apresentados na Figura 24 A demonstram que o tratamento dos animais com o EHDS
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nao alterou a atividade da catalase quando comparados com os dados do grupo
controle.

Em relacdo a peroxidacao lipidica, nossos resultados mostram que o EHDS,
utilizado no mesmo esquema de tratamento descrito anteriormente, causou um efeito
inibitorio significativo na peroxidacgéo lipidica (Figura 24 B). As concentracdes de 20 e
40 mg/Kg inibiram a peroxidacdo lipidica em aproximadamente 29,8% e 24,5%,
respectivamente. Seus conteudos de TBARS (nmol MDA/ mg de proteina) foram 42,0 +
2,62 para o veiculo (salina), 31,17 £ 3,2, 29,5+ 2,5 e 31,67 + 2,5 para os grupos EHDS

10, 20 e 40 mg/Kg (i.p), respectivamente.
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Figura 24: Efeitos in vivo do extrato hidroalcodlico da  Dicksonia sellowiana (EHDS) na
atividade da enzima catalase e na peroxidacéo lipid ica. Os ratos foram inicialmente tratados
com salina (Controle) ou EHDS (10, 20 ou 40 mg/Kg). Trinta minutos depois, os animais foram
mortos e as amostras de sangue e de plasma foram obtidas, respectivamente, para 0s ensaios
da catalase (determinada pela decomposi¢do do peréxido de hidrogénio) (A) e da peroxidacéo
lipidica (B), através da determinacdo do conteldo de TBARS, expressos em nmol do seu
principal produto de decomposi¢do, o malondialdeido (MDA). Os resultados correspondem a
média + EPM de 5 a 8 experimentos. *p < 0,05 em relacdo ao controle (ANOVA de uma via

seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3 Efeitos da Dicksonia sellowiana em artéria coronaria de porco (vaso de

resisténcia) e em cultura de células endoteliais

4.3.1 Efeito vasorrelaxante do EHDS em artéria coro  naria de porco

Para investigar os efeitos do EHDS também sobre um vaso de resisténcia, foram
realizados diversos experimentos em artéria coronéria de porco. Neste modelo, a
adicdo de concentracdes cumulativas do EHDS 0,1 a 300 pg/mL nos anéis de artéria
coronaria de porco resultaram em um relaxamento dependente da concentracdo das
artérias com endotélio preservado mas nao na auséncia do endotélio (Figura 25 A). O
valor da CEsg correspondeu a 21,5 (14,2 — 28,8) pg/ml. O efeito relaxante maximo foi
atingido na concentragcédo de 100 pg/mL, com Eyax = 95,2 £ 3,2%. O relaxamento do
EHDS foi abolido na auséncia do endotélio vascular (88,8 % de inibi¢cdo), na presenca
do L-NA, um inibidor da eNOS (100 pM; aproximadamente 53% de inibicdo);
minimamente afetado pela combinagcdo das toxinas caribdotoxina (100 nM) mais
apamina (100 nM) que inibe o EDHF (reducéo de 18,3% no relaxamento vascular), e
fortemente reduzido pela combinacdo dos inibidores L-NA com a caribdotoxina e a
apamina (93,6 % de inibicao) (C). A intensidade do relaxamento induzido pelo EHDS foi
potencializada pela indometacina (10 uM) inibidor da ciclooxigenase (B). De forma
semelhante, a incubacdo da atropina (1 pM), antagonista de receptores muscarinicos,
aumentou o efeito vasodilatador induzido pelo EHDS (D), sem interferir no relaxamento
maximo em ambos casos. Estes resultados indicam que o EHDS causa um
relaxamento dependente do endotélio, envolvendo predominantemente o NO, mas com
participacdo menos, porém importante, do EDHF. Entretanto, diferente do ocorrido em
aorta de rato, esses resultados descartam o envolvimento de prostandides e dos

receptores muscarinicos no efeito vasorrelaxante do EHDS.
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Figura 25: Caracterizacdo do efeito vasorrelaxante induzido pelo EHDS em anéis de

artéria coronéria de porco. Os graficos mostram: Anéis com e sem endotélio foram contraidos
com U46619 antes da adicdo de concentracdes crescentes do EHDS. Os graficos mostram: (A)
o relaxamento dependente do endotélio produzido pelo EHDS; (B) o efeito da indometacina (10
HM) em anéis de coronaria providos de endotélio vascular; (C) o efeito do L-NA (100 uM),
apamina (100 nM) e caribdotoxina (100 nM) e suas combinac¢des sobre o relaxamento induzido
pelo EHDS; (D) o efeito relaxante do EHDS na presenca de atropina (1uM) em artéria com
endotélio preservado. Os resultados representam a média + SEM de 6 experimentos. *p<0,05

para o efeito inibitério em relagédo ao controle (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.2 Participacdo da calmodulina, mas ndo da quina se Il dependente de

calmodulina (CaMKIl), no efeito vasorrelaxante depe ndente do NO
induzido pelo EHDS

A eNOS é classificada como uma enzima constitutiva muito dependente do
complexo Ca*/CaM para ser ativada de forma direta ou através da fosforilacdo por
enzimas dependentes do complexo Ca?*/Calmodulina, como a CaMKII. (Fleming et al.
2001 ; Busse & Mulsch 1990). A incubacdo do calmidazdlio (10 uM, um inibidor de
calmodulina), causou uma reducédo parcial do relaxamento produzido pela EHDS
(aproximadamente 40 % de inibicdo) (Figura 26 A), mas o tratamento prévio dos anéis
de coronéaria com um inibidor seletivo da CaMKII n&o interferiu no efeito relaxante do
EHDS (Figura 26 B). Estes resultados indicam que o efeito vasodilatador do EHDS
envolve parcialmente a ativacdo da eNOS pelo complexo Ca?*/CaM, mas descarta o

envolvimento da CaMKII.

50 50

Relaxamento (%)

—@— Controle
100-—— Calmidazolium (10 pM)

—@— Controle
1004 —— KN-93 (10 pM)

01 1 10 100 0 01 1 10 100 0
(A) EHDS (ug/mL) (B) EHDS (ug/mL)

Figura 26: Envolvimento da Calmodulina, independent e da ativacdo da CaMKIl, no
relaxamento dependente do NO induzido pelo EHDS em artéria coronéria de porco.

Diferentes anéis desta artéria foram incubados com A calmidazélio (10 pM) ou B KN-93 (10
HMM) durante 30 minutos antes da contracdo com U46619 e subsequente adicdo do EHDS. Os
resultados sdo mostrados representam a média + EPM de 6 experimentos diferentes. *p < 0.05

para o efeito inibitério em relacdo ao controle (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.3 Participagdo das espécies reativas de oxigéni 0 (ROS) e da via Src quinase

e PI3K/Akt no relaxamento induzido pelo EHDS

Vérios estudos tém demonstrado que o aumento da producdo endotelial de ROS
pode preceder o relaxamento vascular (Anselm et al., 2007). Neste estudo, o efeito
vasorrelaxante induzido pelo EHDS (0,1 — 300 pg/mL) em artéria coronaria de porco foi
inibido significativamente pela PEG-catalase (polietilenoglicol-catalase; PEG-CAT, 500
U/mL, permeante da membrana) e bloqueado pelo MnTMPyP (um mimético da SOD,
permeavel a membrane; 100 uM), com aproximadamente 90 % de inibicdo, enquanto
gue a SOD (SOD, 500 U/mL) e a catalase (CAT, 500 U/mL) nativas ndo apresentaram
gualquer efeito sobre o relaxamento vascular (Figura 27 A e B, respectivamente).

Tem sido demonstrado que a ativagdo da Src pelos eventos redox gera a
ativacdo da via PI3K/Akt nas células endoteliais (Haynes et al. 2003; Yoshizumi et al.
2000). Portanto, foram realizados experimentos visando investigar o papel da Src no
relaxamento produzido pelo EHDS. O PP2 (10 pM), um inibidor da Src, reduziu
significativamente o relaxamento produzido por 30 e 100 pg/mL de EHDS (Figura 27
C). O wortmanina (30 nM), inibidor da via PI3K/Akt, praticamente aboliu o relaxamento

induzido pelo EHDS (80 % de inibi¢&do) (Figura 27 D).
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Figura 27: Participacdo da ativagdo da quinase redo  x-sensivel Src e da via PI3K/Akt no

relaxamento dependente de endotélio induzido pelo E ~ HDS. O relaxamento dos anéis de
artérias coronarias de porco nao foi alterado pela incubacdo com SOD nativa (500 U/mL) (A),
ou catalase nativa (CAT, 500 U/mL) (B). Entretanto houve reducéo significante do relaxamento
na presenca do mimético permeante da SOD, o0 MNnTMPyP (100 uM) (A) e do analogo da
catalase permeavel a membrana, a PEG-catalase (500 U/mL) (B). O inibidor de Src, PP2 (10
MM) (C) e o wortmaninaa, inibidor da PI3K, (30 nM) (D), também inibiram o efeito
vasorrelaxante do EHDS. Todos os compostos foram incubados durante 30 minutos antes da
contracdo com U46619 e posterior relaxamento com o EHDS. Os resultados representam a
media + SEM de 6 diferentes experimentos. * p < 0,05 para o efeito inibitério em relacédo ao

controle (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.4 Efeito do EHDS sobre as resposta contrateis i  nduzidas pelo U46619 em

artérias coronarias de porco

Verificou-se que a exposicdo dos anéis das artérias coronarias ao EHDS (100
png/mL) durante 5, 30, 60 ou 180 minutos (3 horas) antes da adicdo de concentracdes
cumulativas do U46619 (1 nM to 1 uM; analogo do TXA;) reduziu significativamente as
contracdes nos anéis com endotélio preservado, causando um deslocamento da curva
de contracdo a direita em todos os tempos avaliados (Figura 28). Quando o EHDS foi
incubado somente durante 5 minutos, seguido pela troca do liquido nutritivo
(consequente remocao do extrato), este efeito inibitério permaneceu durante os 55
minutos seguintes (apds a remocao do extrato pela troca do liquido) (Figura 28 C). Em
todos os casos, o0 efeito inibitério do EHDS foi prevenido pelo L-NA (100 uM; 30 min),
indicando que este efeito ocorre devido ao aumento da formacédo endotelial do NO

(Figura 28 A, B, C e D).
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Figura 28: O efeito do EHDS nas contragdes induzidas pelo U466

coronaria de porco com endotélio.
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19 em anéis de artéria

Os gréficos representam a curva cumulativa do U 46619

em presenca ou auséncia do EHDS (100 pg/mL), com ou sem L-NA (100 puM, 30 min), em

diferentes tempos de avaliacdo: 5 min (A), 30 min (B), 60 min (C) e 180 min (D). Como

indicado, alguns anéis foram expostos ao EHDS durante somente os primeiros 5 minutos, e o

EHDS foi removido através de trés trocas sucessivas de solugdo nutritiva. Foram aguardados

diferentes intervalos de tempo antes da contracdo pelo U46619 (indicadas nas legendas de

cada gréfico), para verificar a duracdo do efeito na auséncia do EHDS. Os resultados séo

mostrados como a media =+ SEM de 6 experimentos distintos. * p < 0,05 para o efeito inibitorio

da contragédo em relagao ao controle (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.5 Efeito do EHDS na formacdo de ROS em secc¢des de artéria coronéria de

porco

Tem sido demonstrado que os compostos fendlicos causam uma resposta pro —
oxidante que causa a ativagdo da via PI3K/Akt e o aumento da formagdo do NO
(Stoclet et al. 2004). Para avaliar a producdo de ROS induzida pelo EHDS nesses
vasos, seccbes de artérias coronarias foram expostas a diidroetidina (DHE) e a
habilidade do EHDS estimular a produ¢do de ROS (especialmente anions superéxido)
no interior das células endoteliais foi avaliada in situ. Em comparacdo com o controle
(Figura 29, painel A - a) o EHDS aumentou visivelmente o sinal de fluorescéncia,
predominantemente na camada endotelial (Figura 29 A-b). Os tratamentos prévios com
SOD (500 U/mL) ou catalase (500 U/mL) nado alteraram a fluorescéncia (Figura 29,
painel A - c e d). Entretanto, as substancias permeantes da membrana, o MNTMPyP
(100 uM), a PEG-catalase (500 U/mL) e NAC (N-acetilcisteina; 10 mM) aboliram a
producdo de ROS endotelial (Figura 29, painel A - e, f e g). O painel inferior B mostra
os dados cumulativos das densitometrias das imagens obtidas em diferentes artérias

submetidas as mesmas condi¢gbes experimentais.



88

(A)

EHDS 100 pg/mL
Controle EHDS

100 pg/mL SOD CAT MnTMPyP PEG-CAT NAC

Figura 29 A: O EHDS induz a formacao endotelial de ROS em sec¢Be s de artéria coronéria de porco.  Artérias controle (a) ou tratadas com
o EHDS 100 pg/mL (b) na auséncia ou presenca de SOD (500 U/mL) (c), catalase (CAT, 500 U/mL) (d), MnTMPyP (100 uM) (e), Peg-catalase
(500 U/mL) (f) ou NAC (10 mM) (g) incubados durante 30 minutos antes do extrato. Todas as amostras foram em seguida expostas a sonda DHE

10 uM e avaliadas por microscopia confocal para obtencdo das imagens com fluorescéncia (imagens na linha superior) e respectivas imagens
opticas (linha inferior).
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Figura 29 B: Representacao gréafica das médias de fluorescéncia da DHE obtidas em secc¢bes
de 6 artérias coronarias distintas, submetidas aos tratamentos com o EHDS 100 pug/mL (barra
escura) na auséncia ou presenca de SOD (500 U/mL), catalase (CAT, 500 U/mL), MnTMPyP
(100 pM), Peg-catalase (500 U/mL) ou N-acetil cisteina (NAC; 10 mM) incubados durante 30
minutos antes do extrato. * p < 0.05 versus controle; # p < 0.05 EHDS; o p < 0.05 versus SOD;
e < 0,05 versus CAT (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).

4.3.6 Efeito do EHDS na fosforilacdo na Ser 1177 da eNOS em seccdes de

artéria coronaria de porco.

Em células endoteliais a ativagdo da eNOS pode ocorrer devido a fosforilagdo do
residuo de Ser 1177 dependente da Akt (Dimmeler et al. 1999). Portanto, para verificar
o efeito do EHDS (100 pug/mL) na ativacdo da eNOS por fosforilagéo, foi conduzido um
experimento de imunohistoquimica em sec¢Bes de artéria coronaria de porco,
utilizando anticorpo seletivo para a eNOS ativada por forforilagdo em Ser 1177. O
EHDS (100 pg/mL, 10 min) induziu um forte aumento da fosforilagdo da eNOS em

Serl177 eNOS (Figura 30 b) quando comparado a condicdo basal, sem o extrato
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(Figura 30 a). A quantificacdo densitométrica mostrou 0 aumento de fluorescéncia

correspondente a 287 + 32 % causado o tratamento com EHDS 100 pg/mL, apos 10

minutos de exposic¢éo (Figura 30 c).
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Figura 30: Imunohistoquimica utilizando um anticorp o0 seletivo para eNOS fosforilada em

Serl177 em seccdes de artéria coronaria de porco. ( a) foto original representativa de uma
seccdao arterial do grupo controle (sem tratamento com o extrato) e (b) aumento da fosforilacdo
da eNOS apods exposicdo ao EHDS (100 pg/mL, durante 10 minutos); (c) grafico
correspondente as médias + EPM de 6 diferentes experimentos. * p < 0,01 (ANOVA seguida

pelo teste t de Bonferroni).

4.3.7 Efeito do EHDS na ativacdo redox-sensivel da Src e subsequente
fosforilacdo da eNOS dependente da via P13-kinase/A  kt

Para melhor caracterizar a via de sinalizacao endotelial envolvida na producéo do
NO em resposta ao EHDS, os niveis de fosforilacdo das proteinas Src, Akt e eNOS
foram investigados em cultura de células endoteliais de artéria coronaria de porco apos
diferentes tratamentos, similares aos descritos nos experimentos de reatividade

vascular.
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4.3.7.1 Efeito dependente da concentracdo do EHDS n  a fosforilacdo da Akt e da

eNOS em células endoteliais de artéria coronéria de  porco

O EHDS (1 a 100 pg/mL, 10 min) induziu o aumento da fosforilacdo das proteinas
Akt na Ser473 e da eNOS na Serll77 em cultura de células endoteliais da artéria
coronaria de porco (Figura 31 A). Os niveis de fosforilacdo da Akt foram maiores nas
células tratadas com as concentracbes de 30 e 100 pg/mL, cujos valores em
porcentagem corresponderam a 355% e 680%, respectivamente (Figura 31 B). Esta
tendéncia também foi observada quanto aos niveis de fosforilagdo da eNOS, nos quais
observou-se um aumento de 82 % e 204 % nas concentracdes de 30 e 100 pg/mL

(Figura 31 C)
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Figura 31: O EHDS induz fosforilagdo da Akt na Ser473 e da eNO S na Serl177 de forma
dependente da concentracdo em cultura de células en  doteliais de coronéria de porco. (A)
Imunoblots representativos; (B) e (C) correspondem a analise densitométrica das bandas para
p-Akt e p-eNOS. Os resultados sdo mostrados como a média £ EPM de 3 a 4 experimentos. * p
< 0,05 em relagdo ao controle, indicado pela letra “C” (ANOVA de uma via seguida pelo teste t
de Bonferroni).
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4.3.7.2 Efeito do tempo de incubacdo do EHDS sobre  a fosforilacdo da Akt e da

eNOS em células endoteliais de artéria coronéria de  porco

A exposicao das células endoteliais ao EHDS 100 pg/mL causou a fosforilagéo
itensa da Akt e da eNOS desde os primeiros minutos de exposi¢cdo ao extrato (Figura
32 A). Em relacdo ao grupo controle “C” houve um aumento da p-Akt correspondente a
115% e 287%, respectivamente no 1° e 5° minutos apds a incubacéo do extrato. Estes
niveis de fosforilacdo se mantiveram estaveis durante os 60 minutos subsequentes (B).
Os niveis de fosforilagdo da p-eNOS tiveram um aumento de 112% no 1° minuto de
tratamento com o extrato. De forma semelhante, esta fosforilacdo se manteve durante

todo o periodo avaliado (C).
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Figura 32: O EHDS induz uma rapida fosforilacdo da Akt a Ser47

em cultura de células endoteliais de coronaria de p

3 e da eNOS a Serl1177

orco. (A) imunoblots representativos;

(B) e (C) mostram a andlise densitométrica das bandas para p-Akt e p-eNOS nos diferentes

tempos de exposi¢éo ao extrato. O resultados sdo mostrados como a média + EPM de 3 a 4

experimentos. * p < 0,05 em relagdo ao controle representado pela letra “C” (ANOVA de uma

via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.7.3 Efeito dos inibidores de calmodulina e CaMK |l nos niveis de fosforilacéo
da Src, Akt e eNOS induzidos pelo EHDS

O EHDS 100 pg/mL, incubado durante 10 minutos, foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de fosforilacdo da Src no residuo de Tyr418, com
porcentagem correspondente a 120 % (Figura 33 - A e B). Entretanto, os niveis de p-
Src nado foram modificados na presenca do calmidazolio (10 pM; inibidor da
calmodulina) ou com o KN-93 (10 uM; inibidor da CaMKIl). Resultados semelhantes
foram obtidos para os niveis de fosforilacdo da Akt (B) e da eNOS (Figura 33 - C), nos
guais houve um aumento de 482% (p-Akt) e 759 % (p-eNOS), os quais ndo foram

modificados com os tratamentos prévios com o calmidazolio ou com 0 KN-93.
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orilacdo da Src, Akt e

eNOS induzidos pelo EHDS. As células foram incubadas com o calmidazélio (CALMID; 10

MM; inibidor da calmodulina) ou com KN-93 (10 pM; inibidor da CaMKIl) durante 30 min antes
do tratamento com o EHDS (100 pg/mL, 10 minutos). Os niveis de p-Src (B), p-Akt (C) e p-

eNOS (D) foram determinados através de Western blot. (A) Imunoblots representativos. Os

resultados correspondem a média =+ EPM de 3 a 4 experimentos. * p < 0.05 versus o controle,

representado pela letra “C”; # p < 0,05 em relacdo ao EHDS (ANOVA de uma via seguida pelo

teste t de Bonferroni).
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4.3.7.4 Participacdo das espécies reativas de oxigé nio (ROS) na fosforilacdo da

Src, Akt e eNOS induzidas pelo EHDS em cultura de ¢ élulas endoteliais

Os niveis de fosforilacdo da Src, da Akt e da eNOS foram fortemente aumentados
pelo tratamento das células endoteliais com o EHDS (100 pg/mL), durante 10 minutos
(Figura 34 A). As porcentagens corresponderam respectivamente a 125 % (p-Src), 280
% (p-Akt) e 296 % (p-eNOS). A fosforilacdo da Src foi inibida significativamente pelo
MnTMPyP (100 uM; analogo da SOD permeavel na membrana), mas ndo pela PEG-
catalase (500 U/mL; catalase permeéavel na membrana) (Figura 34 B). Tanto os niveis
da p-Akt (Figura 34 C) e da p-eNOS (Figura 34 D) foram reduzidos aos valores basais
pelo pré-tratamento das células endoteliais com os MNTMPyP e a PEG-catalase. Esses
dados confirmam o envolvimento das ROS intracelulares na ativacdo da producdo do
NO pelas células endoteliais estimulada pelo EHDS. Em todos os casos, 0s niveis de
forforilacdo ndo foram alterados na presenca das enzimas SOD (500 U/mL) e catalase

(CAT) (500 U/mL).
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Figura 34: Participacdo das ROS na fosforilacdo da Src, Akte  eNOS induzidas pelo EHDS

em cultura de células endoteliais de artéria corona ria de porco. As células foram
incubadas com SOD (500 U/mL), MnTMPyP (100 uM; analogo da SOD permeéavel na
membrana), PEG-catalase (500 U/mL; catalase permeavel na membrana), ou catalase (CAT,
500 U/mL) durante 30 min antes da adigdo do EHDS (100 pg/mL). Os niveis de p-Src, p-Akt e
p-eNOS foram determinados através de Western blot, no qual (A) Immunoblots representativos;
(B), (C), e (D) representam a analise densitométrica das bandas para p-Src, p-Akt e p-eNOS,
respectivamente. Os resultados correspondem a média £+ EPM de 3 a 4 experimentos. * p <
0,05 versus o controle, representado pela letra “C”; # p < 0,05 em relacdo ao EHDS (ANOVA

de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.7.5 Efeito do EHDS na ativacdo da via Src, PI3K /Akt em células endoteliais

de artéria coronaria de porco.

O wortmaninaa (30 nM), inibidor da via PI3K/Akt, impediu a fosforilacdo da Akt e da
eNOS nas células endoteliais, mas néo inibiu a fosforilacdo da Src (uma vez que esta
precede a via PI3K/Akt) (Figura 35 A). As porcentagens de inibicdo da p-Akt e da p-
eNOS corresponderam respectivamente a 78,7% e 75,5% (Figura 35 C e D) em
presenca do wortmaninaa. O tratamento das células com o PP2 (10 uM; inibidor da
Src) promoveu uma inibicdo dos niveis da p-Src em 29,4% (Figura 35 B), da p-Akt em
74 % (Figura 35 C) e da p-eNOS em 41,3% (Figura 35 D). Esses dados confirmam a

ativacao da via PI3K/ Akt na producao do NO estimulada pelo EHDS.
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Figura 35: O EHDS induz a ativagdo da via Src- PI3- kinase/Akt em células endoteliais de

artéria coronaria de porco. As células foram incubadas com wortmaninaa (30 nM; inibidor da
via PI3K/Akt), ou PP2 (10 uM; inibidor da Src), durante 30 minutos antes da adicdo do EHDS
(100 pg/mL). Os niveis de p-Src, p-Akt e p-eNOS foram determinados por Western blot. (A)

Immunoblots representativos; (B), (C), e (D) representam a analise densitométrica das bandas

para p-Src, p-Akt e p-eNOS, respectivamente. Os resultados correspondem a média + EPM de

3 a 4 experimentos. * p < 0,05 versus o controle, representado pela letra “C”"; # p < 0,05 em

relacdo ao EHDS (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.7.6 Duracao da fosforilacdo da Akt e da eNOS ap 0s a remoc¢édo do EHDS da

cultura de células endoteliais de artéria coronaria de porco

Em células endoteliais tratadas com o EHDS (100 pg/mL) durante 5 minutos e
avaliadas apos 25, 55, 115 e 175 minutos, observou-se que a fosforilacdo da Akt e da
eNOS ocorreu mesmo na auséncia do extrato e que atingiu o efeito maximo no tempo
de 25 minutos depois da troca do meio e consequente remoc¢ao do extrato da cultura
celular. O aumento médio nos niveis de fosforilacdo correspondeu a 188,4% para p-Akt
e 161,3% para a p-eNOS. Entretanto, apdés 55 minutos, a fosforilagdo de ambas as
proteinas retornou gradativamente aos niveis iniciais, atingindo os niveis basais no

tempo de 175 minutos apés a troca do meio (Figura 36 A, B e C)
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Figura 36: Duracdo do efeito do EHDS na fosforilagd 0 da Akt e da eNOS apds a remogao

do extrato. A fosforilacdo da Akt (B) e da eNOS (C) em cultura de células endoteliais foi
investigada em diferentes intervalos de tempo apds o tratamento com o EHDS (100 pM)
durante 5 minutos seguido pela remocdo do extrato apds a troca do meio de cultura. (A)
Immunoblots representativos. Os resultados correspondem & média + EPM de 3 a 4

experimentos. * p < 0,05 versus o controle, representado pela letra “C”; # p < 0,05 em relagéo
ao EHDS 25 min (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de Bonferroni).
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4.3.8 Efeito vasorrelaxante dos compostos fendlicos do EHDS em artéria

coronaria de porco

O relaxamento dos anéis de artéria coronaria foi observado apds a adicdo do
acido galico (Epax = 83,5 £ 7%) (Figura 37 A) e também do acido cumarico (Euax = 103
+ 2,64%). Somente o0 relaxamento vascular induzido pelo acido cumaérico foi
significativamente reduzido apos a remocao do endotélio vascular das preparacoes
(25,24% de inibicdo) (Figura 37 B). A administracdo do acido cinamico (Euyax = 14,3 *
1,5 %) (Figura 37 C), do acido ferulico (Ewax = 13,5 + 3,5 %) (Figura 37 D), e do &cido
clorogénico (Ewax = 18,5 + 1,5 %) (Figura 37 E) resultaram em uma fraca atividade
vasodilatadora. O acido protocatecuico e o acido cinamico nao apresentaram atividade

vasorrelaxante significante (Figura 37 F).
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Figura 37: Efeito vasorrelaxante dos compostos feno licos identificados no extrato

hidroalcodlico de

Dicksonia sellowiana (EHDS). Os graficos mostram os efeitos dos

compostos fendlicos: acido galico (A), cumarico (B), cindmico (C), ferdlico (D), clorogénico (E),

protocatecuico e sinapico (F), adicionados em anéis de artéria coronaria de porco, com ou sem

endotélio vascular, previamente contraidos com U46619. Os resultados correspondem a media

+ EPM de 3 a 5 experimentos por composto. *p < 0.05 em relacdo a curva em anéis contendo

endotélio preservado (+ Endotélio, ou +E) (ANOVA de uma via seguida pelo teste t de

Bonferroni).



105

V  DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados os efeitos vasculares e antioxidantes do EHDS,
extrato hidroalcodlico padronizado das folhas de Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook
(Dicksoniaceae). Esta planta € distribuida nos paises da América Central e do Sul,
especialmente no Brasil, onde € usada pelas popula¢des indigenas para o tratamento
da asma, doencas cutaneas e parasitarias (Marquesini, 1995). Apesar de ndo haver na
literatura indicacdes da utilizacdo desta planta para tratar patologias cardiovasculares,
uma preparacao fitoterapica tem sido testada em voluntarios asmaticos no Brasil e
foram relatados efeitos benéficos contra diversas doencas, inclusive cardiovasculares.
A preparagdo do extrato (0 mesmo usado neste trabalho) e o uso farmacoldgico da D.
sellowiana encontram-se patenteados no Brasil e nos Estados Unidos (Ferreira, 2004).

Os experimentos realizados em aorta isolada de rato (vaso de condutancia)
demonstraram que o EHDS induz um relaxamento mediado pela via NO/GMPc, uma
vez que este efeito foi totalmente bloqueado pelo L-NAME (um inibidor das NO
sintases) e pelo ODQ (inibidor da guanilil ciclase) (Fig. 16 B e C). Vérias plantas de
diversas familias demonstraram ser capazes de relaxar artérias através do estimulo da
liberacdo do NO endotelial, como por exemplo a Maytenus ilicifolia (Rattmann et al.,
2006), a Dioclea grandiflora (Lemos et al., 1999), a Harconia speciosa (Ferreira et al.,
2007) e a Euterpe oleraceae (Rocha et al., 2007). Esse fato reforca a existéncia de
uma classe comum de compostos amplamente distribuidos no reino vegetal que
possuem esta atividade. Essas substancias sao provavelmente o0s compostos
fendlicos, aos quais sdo atribuidos diversos efeitos cardiovasculares benéficos,

frequentemente mediados pelo NO (Liu, 2004).
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O NO, ap6s ser liberado pelo endotélio, difunde-se para a camada de células
musculares lisas, atravessa as membranas, liga-se ao ferro hémico da enzima guanilil
ciclase sollvel (GCs) e estimula a producdo do GMPc. Vérias outras moléculas que
possuem o grupo heme em sua estrutura podem ter suas fungdes moduladas pelo NO
(Nathan, 1992), dentre elas encontra-se a cicloxigenase (COX) (Corbett et al., 1993;
Franchi et al., 1994; Salvemini et al.,, 1994). Esta enzima produz, dentre outros
metabdlitos, a PGI,, um vasodilatador bem estabelecido (Moncada et al., 1977), cuja
acao resulta na estimulagdo da adenilil ciclase, aumento do AMPc e ativacdo da PKA
(Gorman et al.,, 1977; Tateson et al., 1977; Fatalvero et al., 2007). Embora nossos
resultados demonstrem claramente a habilidade do EHDS em relaxar a aorta através
da ativacao da GCs pelo NO, observou-se que a utilizagcdo da indometacina, inibidor da
ciclooxigenase (COX), bem como a utilizagdo do KT 5720, inibidor da PKA, reduzem
parcialmente o relaxamento vascular produzido pelo EHDS (Fig. 17 A e B). Juntos,
estes dados demonstram que a ativagdo da COX e da PKA podem contribuir para o
efeito relaxante do EHDS, especialmente quando a produ¢do do NO néo é inibida,
sugerindo uma interagédo entre o NO e a COX no efeito vasorrelaxante do EHDS em
aorta de rato.

Tanto o NO quanto a PGl, sdo descritos como ativadores de canais de K* na
membrana das células musculares lisas (Baranowska et al., 2007; Nelson e Quayle,
1995). O aumento da conduténcia dos ions K™ hiperpolariza as células e reduz o influxo
de fons Ca*? através dos seus canais operados por voltagem, presentes na membrana
celular (Archer et al., 1994), o que gera relaxamento vascular. E descrito que o NO
pode modular a acdo de canais de potassio através da PKG (Archer et al., 1994),

através do GMPc (Williams et al., 1988), ou ainda por acao direta do NO sobre estes
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canais ionicos (Bolotina et al., 1994; Mistry & Garland, 1998). Os canais de K" também
podem ser alvos da via dependente do AMPc/PKA (Ko et al., 2008; Xu et al., 2008).

A contribuicdo dos canais de K" na vasodilatagdo induzida pelo EHDS em anéis
de aorta foi investigada neste estudo. A incubacdo da glibenclamida ou da 4-
aminopiridina nos vasos nao interferiu no efeito vasodilatador do EHDS, sugerindo que
os canais de K* sensiveis ao ATP e os canais de K' sensiveis a voltagem ndo s&o
determinantes neste efeito (Figura 18 A). Por outro lado, o relaxamento induzido pelo
EHDS foi significativamente reduzido pelo tetraetilamonio, um inibidor ndo seletivo de
canais de K* (Figura 18 B), deslocado para a direita pela apamina, um inibidor seletivo
de canais de K ativados pelo Ca®** de baixa condutancia (SKCa) (Figura 18 C) e
abolido pela caribdotoxina, um inibidor de canais de K ativados pelo Ca®" de
intermediaria e alta condutancia (IKCa e BKCa) (Figura 18 D). De fato, o aumento da
condutancia ao K" por estimulo do NO ou da PGI, tem sido relacionados aos efeitos
vasculares de diversas plantas e compostos isolados (Testai et al., 2002; Rattmann et
al., 2006; Xu et al., 2008).

A liberacdo do NO e a consequente acao deste mediador endotelial pode ser
estimulada por diversas substancias, enddégenas ou nao, que agem em receptores
localizados na membrana das células endoteliais. Sdo exemplos, a acetilcolina
(Furchgott, 1983), a bradicinina (Cherry et al., 1982), a histamina (Van de Voorde &
Leusen, 1982), a serotonina (Cohen et al., 1983) e ainda a substancia P, o ATP e o
ADP (Griffith et al., 1984). Nossos resultados demonstraram que a atropina (um
antagonista seletivo dos receptores muscarinicos), mas ndo a pirilamina (antagonista
dos receptores H1), é capaz de inibir a vasodilatacdo e a hipotensdo induzidas pelo
EHDS, in vitro (Figura 19 A e B) e in vivo (Figura 21 B e C). Estes dados sugerem que

na composicado do extrato existe(m) substancia(s) que pode(m) agir como agonistas
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dos receptores muscarinicos presentes nas células endoteliais (ver esquema na Figura
38, painel A).

Com o objetivo de concentrar o composto vasoativo majoritario e facilitar o seu
isolamento e identificacdo, foram obtidas as fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e etandlica a partir do EHDS. Todas estas fracdes foram testadas em aorta isolada
de rato com endotélio preservado para verificar se o efeito vasorrelaxante seria
potencializado em alguma destas fragbes. Entretanto, todas as fracbes necessitaram
de concentragbes muito maiores que a do EHDS para induzirem efeitos
vasorrelaxantes parciais. As fragcdes mais efetivas foram a acetato de etila (33,7 + 3,2
%) e a fracdo etandlica (44,2 £ 2,7 %), cujos efeitos méximos foram obtidos na
concentragdo de 300 pg/mL, enquanto o efeito relaxante maximo do EHDS (92,4 *
2,2%) foi obtido com a concentracdo de 50 pg/mL (Tabela 4). Estes dados sugerem
que o efeito final do extrato depende da somatoéria das a¢Bes dos compostos que
constituem o EHDS, os quais foram separados com o fracionamento, resultando na
reducdo da eficacia. Casos semelhantes foram relatados anteriormente na literatura
cientifica (Gelati et al., 2008; Miceli et al., 2005; Sforcin et al., 2005).

A exposicdo ao EHDS e as fracdes ndo provocou efeitos deletérios nos tecidos,
uma vez que houve reversibilidade dos efeitos in vitro e in vivo. Esses dados podem
ser reforcados por um estudo realizado por Santos (2006) (relatério industrial nao
publicado), o qual mostrou que o EHDS nédo provoca efeito toxico, mesmo quando
administrado em camundongos em doses Unicas superiores a 5000 mg/Kg. A DLsp da
administracao cronica (90 dias) foi 1069 e 1461 mg/Kg, respectivamente, para machos
e fémeas (resultados ndo publicados).

Foi determinada a concentragcdo de compostos fendlicos na composi¢cdo do

EHDS, a qual correspondeu a aproximadamente 50% do seu conteudo (Bora et al.,



109

2005). E descrito que estes compostos podem exercer protecdo vascular através de
duas formas: (a) por meio da acdo direta nas células endoteliais, resultando no
aumento da sintese e liberagcdo do NO (Furchgott 1993; Arnal 1997), ou (b) devido a
habilidade desses compostos de prevenirem a oxidacdo do NO, aumentando a sua
biodisponibilidade (Paravicini & Touyz 2008; Riccioni & Bazzano 2008).

Portanto, para investigar o quanto a capacidade antioxidante do EHDS pode
contribuir para a preservacdo do NO e o0 seu efeito vasorrelaxante, utilizamos as
mesmas concentracdes e doses do EHDS testadas em ratos para avaliar o potencial
antioxidante do EHDS em sistemas in vitro e in vivo.

Inicialmente foi avaliada a capacidade do EHDS em seqiestrar o0 O,", 0 *OH e 0
H,0,, além do radical sintético eDPPH. Os resultados claramente demonstraram que o
EHDS foi tdo efetivo quanto os controles positivos (acido ascérbico e manitol) em
sequestrar os radicais *DPPH, O,", *OH e H,0,. A atividade antioxidante do EHDS
ocorreu de forma dependente da concentracdo e os valores de Cls, variaram entre 2 e
12 pg/mL (Figura 22 A, B, C e D). Efeitos semelhantes foram observados para outros
extratos de plantas, porém em concentracdes mais altas (Bhattarai et al., 2008;
Lotulung et al., 2008; Boumerfeg et al., 2009; Rigano et al., 2009). As Clso observadas
para o EHDS nos testes com o *DPPH, o *OH e o O," foram comparaveis as obtidas
com os compostos isolados kaempferol, catequina, ramnetina, acido protocatecuico,
acido siringico e patuletina (Schmeda-Hirschmann et al., 2004; He et al., 2006; Jiang et
al., 2008; Singh et al., 2008).

O O," é o principal radical livre na maioria dos sistemas biolégicos (Winterbourn
e Ketle, 2003). Embora o O," por si s6 seja pouco reativo comparado a outros radicais
livres, os sistemas biolégicos podem dismuta-lo a H,O,, o qual em presenca de um

metal de transicdo como o fon Fe**, se decompde no radical *OH, altamente reativo e
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envolvido em diversas patologias (Pardini, 1995). Além disso, o O," pode reagir com o
NOe, reduzir sua biodisponibilidade e originar as espécies reativas de nitrogénio como o
NO, (diéxido de nitrogénio), N,O, (tetroxido de nitrogénio) e ONOO"™ (peroxinitrito), os
guais também modificam varias moléculas constituintes das células (Pacifici e Davies,
1991). Nos nossos experimentos, 92,66% do O," foi seqliestrado pelo EHDS a baixas
concentragdes (50 pg/mL) (Figura 22 B). Esta atividade, isoladamente, pode reforcar a
hipotese de preservacao do NO liberado pelas células endoteliais durante o tratamento
com o EHDS, podendo contribuir indiretamente para os efeitos vasorrelaxante e
hipotensor (ver Figura 38). Na literatura cientifica, diversos trabalhos relacionam a
atividade antioxidante de plantas ao aumento da biodisponibilidade do NO no sistema
cardiovascular (Stoclet et al., 2004; Sarr et al.,, 2006; Campana et al., 2008; Maslov e
Lishmanov, 2008).

O efeito do EHDS também foi avaliado frente ao dano oxidativo causado pelo
H,O, em cultura de células endoteliais de aorta de coelho. O H,O, pode atravessar
facilmente a membrana e exercer efeitos lesivos nos tecidos por varios mecanismos,
interferindo, por exemplo, na homeostase intracelular do Ca*, reduzindo o ATP
intracelular (Hyslop et al., 1998), danificando o DNA (Schraufstatter et al., 1988), e
induzindo apoptose (Fujita et al., 2000). Em células vasculares, o H,O, reage com
peroxidases para formar moléculas fortemente reativas como o HOCI (hipoclorito)
(Reiter et al., 2003) e espécies nitrosilantes (Lakshmi et al. 2005). Além disso, o
estresse oxidativo induzido pelo H,O; gera o desacoplamento das NOS, o qual eleva a
producéo intracelular do O;™ (Fleming & Busse, 1999; Pryor & Squadrito, 1995; Kojda &
Harrison, 1999). Em nossos experimentos, quando as células endoteliais foram
tratadas com o EHDS 10, 30 e 50 pg/mL, antes da exposi¢cdo ao H,O; (10 uM, 15 min),

o extrato inibiu intensamente a fluorescéncia produzida pela diclorofluoresceina (DCF)
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na presenca do H,O,, de maneira dependente da concentracdo do EHDS (Figura 23 A
e B), indicando a diminuicdo do H,O; livre. A inibicdo maxima induzida pelo EHDS 50
pg/mL (169,2%) foi a mesma obtida com a rutina 70 pg/mL (166,5%), um composto
isolado reconhecido pela sua capacidade antioxidante elevada. Varios estudos tem
relatado o efeito protetor dos extratos contra o dano das células endoteliais induzido
pelo H,O, (Peng et al., 1998; Vitor et al., 2004; Coyle et al., 2006; Coyle et al., 2007).
Existem duas rotas principais envolvidas na remoc¢do do H,;O, dos sistemas
biologicos, desempenhadas pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase. A
glutationa peroxidase € a maior via de eliminacdo do H,O, em condic¢des fisiologicas,
enquanto a catalase torna-se uma via gradativamente mais importante com o aumento
das concentracdes de H,O,, como as encontradas em condi¢cfes patologicas (Cohen &
Hochstein, 1963). Portanto, para verificar a possivel ativacdo da enzima catalase,
alguns testes foram realizados em rato. As amostras de sangue dos animais pré-
tratados com o EHDS 10, 20 e 40 mg/Kg foram usadas para determinar a atividade da
catalase através da decomposi¢cdo do H,O, (Aebi, 1984), mas nédo foi observada
nenhuma diferenca estatistica significante entre os animais tratados com o EHDS e o
grupo controle (Figura 24 A), sugerindo que o EHDS néo estimula a fungéo catalitica
desta enzima nas doses avaliadas. Para confirmar este resultado, um teste in vitro,
usando a catalase purificada (12 U/mL), foi realizado e n&do apresentou nenhuma
diferenga estatistica na comparacdo entre os controles com as amostras contendo o
EHDS (dado ndo mostrado). Portanto, de acordo com os resultados obtidos, o efeito
protetor do EHDS contra o dano celular ocasionado pelo H,O, pode resultar de uma
propriedade sequestradora direta do H,O, pelo extrato (como mostrado na Figura 22 D)

e ndo do aumento na atividade da enzima catalase.
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Durante o estresse oxidativo os lipideos das membranas celulares séo
continuamente expostos a acdo oxidante dos radicais livres. Essas substancias
subtraem um &atomo de hidrogénio das cadeias insaturadas de acidos graxos das
membranas lipidicas, iniciando o processo de peroxidacdo lipidica (LPO), a qual
propaga como uma reacdo em cadeia. Neste processo, varios peroxidos sdo gerados,
0S quais originam aldeidos como o malonialdeido (MDA). Este dano oxidativo a
membrana pode interferir nas vias de transducgéo de sinais e podem consequentemente
afetar varios processos intracelulares. Neste estudo, as doses de 20 e 40 mg/Kg do
EHDS inibiram significativamente a peroxidacgéo lipidica avaliada pela quantidade do
MDA gerado no plasma dos ratos (Figura 24 B). Portanto, este resultado sugere a
possibilidade do EHDS prevenir a inducdo e/ou progressdo de varias doencas
caracterizadas por uma lipoperoxidacdo intensa, como a aterosclerose, hipertensdo e
processos inflamatorios, dentre outras patologias (Santanam et al., 1998; Hirrlinger et
al., 2002; Xu & Touyz, 2006; Yanagisawa et al., 2008). Resultados semelhantes foram
observados com os extratos das plantas Tagetes mendocina e Ajuga iva e com o extrato
de sementes da uva (Schmeda-Hirschmann et al., 2004; Cetin et al., 2008; Taleb-
Senouci et al., 2009).

Nos ultimos anos, uma atencdo consideravel tem sido dedicada a identificacao
de produtos naturais com atividade antioxidante para o uso em humanos. Varios
compostos naturais, especialmente os polifendis existentes no ché verde, no 6leo de
oliva, chocolate e vinho tinto tem sido associados a prevencdo de doengas como o
cancer, doencas cardiovasculares e pulmonares em modelos experimentais e em
estudos clinicos (Scalbert et al., 2005; Everitt et al., 2006; Fito et al., 2007; Yang et al.,
2008). Como citado anteriormente, uma preparacgao fitoterapica do EHDS (a mesma

usada em nossos testes) tem sido testada em voluntarios asmaticos, e estes tem



113

relatado (em depoimentos informais na midia) efeitos benéficos em outras doencas,
incluindo em patologias cardiovasculares como a hipertensdo. Curiosamente, 0s
resultados descritos neste estudo sugerem que o EHDS pode ser Gtil na prevencgéo de
danos oxidativos, um processo comum a varias doenc¢as. Portanto, ao menos em patrte,
a ainda suposta propriedade terapéutica do EHDS para o tratamento da asma,
parasitoses, doencgas cutaneas e cardiovasculares podem ser futuramente relacionadas
a atividade do EHDS no sequestro de radicais livres e na inibicdo da peroxidacao
lipidica .

A terceira fase do estudo das agbes do EHDS consistiu em verificar os seus
efeitos em artéria coronaria de porco (vaso de resisténcia) e em suas células
endoteliais. As coronarias representam um bom modelo na farmacologia
cardiovascular, uma vez que séo alvos importantes das principais doengas vasculares.
Neste vaso, o EHDS causou o relaxamento dos anéis com endotélio vascular
preservado, de forma dependente da concentracéo (Figura 25 A). Este efeito foi inibido
na presenca do L-NA (inibidor das NOS) e afetado em menor proporcdo pela
associagdo de caribdotoxina + apamina, ambos bloqueadores de canais de K*
sensiveis ao Ca?*, envolvidos no mecanismo de acéo vasorrelaxante do EDHF em
vasos de resisténcia (Félétou & Vanhoutte, 2007). A combinagdo do L-NA com a
apamina e a caribdotoxina aboliu o relaxamento induzido pelo EHDS em artéria
coronaria de porco (Figura 25 C). Estes resultados demonstram a participagdo de
ambos mediadores vasorrelaxantes, NO e EDHF, porém com predominancia do NO no
mecanismo vasorrelaxante do extrato em vasos de resisténcia.

Entretanto, diferente do observado em aorta de rato, o relaxamento induzido
pelo EHDS em artéria coronéria ndo envolve a formacéo de prostandides relaxantes ou

a ativacdo de receptores muscarinicos. Curiosamente, o relaxamento foi discretamente
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potencializado em presenca de indometacina (inibidor da COX) (Figura 25 B).
Corroborando com este resultado, algumas evidéncias indicam que os metabdlitos do
acido araquidoénico, como a PGH,, a PGE; e a PGl,, sdo capazes de induzir uma
pequena contracdo em coronaria de porco (Dustin et al., 1977). Portanto, na presenca
da indometacina, a producdo destes metabdlitos torna-se inibida e isso favorece a
vasodilatacdo induzida pelo EHDS, cujo efeito torna-se potencializado. Por outro lado,
o efeito vasorrelaxante do EHDS também foi potencializado na presencga de atropina
(antagonista muscarinico) (Figura 25 D). Muitos trabalhos demonstram a vasodilatacao
de aorta isolada de rato apos ativacdo de receptores muscarinicos por extratos de
plantas e outras substancias (Koh et al., 2007; Kwan et al., 2007; Vasques et al., 1999).
Porém, resultados semelhantes em artéria coronaria de porco ndo sao encontrados,
pois a ativacdo dos receptores muscarinicos deste vaso ndo causa vasodilatacdo, mas
sim contracdo (Harasawa et al., 1989), um evento confirmado por varios estudos
(Tsuchida et al., 1996; Weirich et al., 2005; Yamanoue et al., 1993; Yang et al., 1990;
Church & Hodgson, 2002; Myers et al., 1991).

Nas células endoteliais, a liberagdo do NO pode ocorrer em consequéncia do
aumento da concentracdo intracelular do Ca?*, dependente ou ndo da ativacdo de
receptores localizados na membrana das células endoteliais. Ap6s o aumento da
concentracdo intracelular do Ca®* ocorre a associacdo deste jon com a calmodulina
(CaM), formando o complexo Ca?*/CaM, o qual é capaz de ativar a eNOS. A formacao
do NO e a vasodilatagdo ocasionada pela estimulagcdo dessa via podem ser abolidas
por substancias antagonistas da CaM (Fleming & Busse, 1999). Além de ativar a
eNOS, a CaM também pode modular outras enzimas intracelulares, como a proteina
guinase Il dependente da calmodulina, ou CaMKII. Esta enzima também pode ativar a

producdo do NO através da adicdo de um fosfato na Ser 1177 da eNOS, um sitio
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importante de ativagdo desta enzima. Esse efeito é passivel de inibicdo pelo KN-93, um
inibidor da CaMKII (Cai et al. 2008; Fleming et al., 2001). Em nossos experimentos, a
incubacdo com o calmidazdlio (inibidor da calmodulina) reduziu em 40% o efeito
vasorrelaxante causado pelo EHDS, em artéria coronaria de porco. Porém, o KN-93
nao interferiu no relaxamento do EHDS (Figura 26 A e B). Estes resultados foram
confirmados em cultura primaria de células endoteliais de artéria coronaria de porco
através de analise por Western blot (Figura 33 A e D). Em conjunto, esses dados
indicam que o efeito do EHDS é parcialmente dependente do complexo Ca*/CaM,
porém independente da fosforilacdo da eNOS induzida pela CaMKIlI.

Alguns estudos tem indicado que os polifendis também séo capazes de ativar a
eNOS por meio da fosforilagdo mediada pela via da Src-PI3K/Akt (Stoclet et al., 2004).
Varios trabalhos demonstram que a ativacdo da Src nas células endoteliais esta
diretamente relacionada a formacdo intracelular de ROS (espécies reativas de
oxigénio), especialmente do O," (Ndiaye et al., 2003; Ndiaye et al., 2004; Ndiaye et al.,
2005). Aléem dos polifendis, diversos estimulos fisioldgicos, incluindo estrogénios,
estresse de cisalhamento, fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), H,O,, e
lipoproteina de alta densidade, podem estimular esta via (Corson et al., 1996; Garcia-
Cardena et al., 1996; Harris et al., 2001; Michell et al., 1999; Mineo et al., 2003;
Thomas et al., 2002). Portanto, as ROS estimulam a Src, a qual ativa a via PI3K/Akt,
com consequente ativacdo da eNOS (ver Figura 10). Varios experimentos foram
realizados para determinar a participagdo das ROS e da via Src—PI3K/Akt no
relaxamento vascular induzido pelo EHDS. Na presenca dos analogos da SOD e da
catalase permeantes da membrana (MNTMPyP e PEG-catalase, respectivamente)
houve forte reducdo do efeito vasorrelaxante do EHDS, enquanto a SOD e a catalase

nativas nao interferiram no efeito deste extrato (Figura 27 A e B). Este resultado indica
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um papel importante do H,O,, mas principalmente do O, no mecanismo de acdo do
EHDS em coronérias de porco. Além disso, o MnTMPyP e a PEG-CAT também
preveniram a fosforilagdo da Akt na Ser473 e da eNOS na Ser 1177 em cultura de
células endoteliais de coronaria de porco (Figura 34 A, C e D). Uma evidéncia direta de
que o EHDS é capaz de causar uma resposta endotelial pré-oxidante, sensivel a acao
dos antioxidantes permeaveis N-acetilcisteina, MNTMPyP e PEG-catalase, foi obtida
com o uso da sonda dihidroetidina (DHE) em seccdes de artéria coronaria de porco
(Figura 29 A e B). Embora a origem destas ROS nas células endoteliais permaneca a
ser determinada, possiveis fontes incluem a NADPH oxidase, a xantina oxidase e o
citocromo P450 (Long et al., 2000; Roques et al., 2002; Sarr et al., 2006; Ullrich &
Bachschmid, 2000).

O EHDS também causou a ativagdo da via PI3K/Akt, conforme indicado pelos
experimentos de reatividade vascular utilizando o wortmaninaa (Figura 27 D), nos quais
houve uma grande inibicdo do efeito vasorrelaxante nas artérias coronarias. Este
resultado foi confirmado em cultura de células endoteliais de coronarias de porco, nas
guais o EHDS promoveu uma intensa fosforilacdo da Akt na Ser473 e da eNOS na
Serl177 a qual foi inibida em presenca do wortmaninaa (Figura 35 A, C e D). Estes
experimentos também confirmam o envolvimento da Src no efeito vasorrelaxante do
EHDS (Figura 27 C), bem como da consequente ativagdo da PI3K que conduz a
fosforilacdo da Akt e posteriormente da eNOS nas células endoteliais. Na presenca do
PP2, inibidor da Src, foram observadas importantes inibicdes nas fosforilacées da Akt e
da eNOS (Figura 35 A, C e D). Esses resultados também indicam que a Src precede a
ativagdo da via PI3K/Akt. Além disso, a fosforilagdo da Src induzida pelo EHDS foi
inibida seletivamente pelo uso do MnTMPyP, mas nao pela PEG-catalase, (Figura 34

A e B), enquanto ambas as substancias inibiram a fosforilagdo da Akt e da eNOS
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(Figura 34 A, C, e D). Isto sugere que num momento inicial 0 O* parece desempenhar
um papel mais importante na ativacdo da Src. Em seguida, o O,” pode ser
parcialmente convertido a H,O, e, juntos, contribuir para a ativacado da via PI3K/Akt
(Thomas et al., 2002) (ver Figura 38, painel B). Resultados semelhantes, envolvendo o
aumento da formacdo endotelial de &nions superoxido e ativagdo da Src—PI3K/Akt
foram relatados para importantes fontes de compostos fendlicos, por exemplo, aqueles
provenientes do vinho tinto e sucos de uva (Anselm et al., 2007; Madeira et al., 2009;
Ndiaye et al., 2003).

Nos experimentos de reatividade vascular, observamos que a inibicao
ocasionada pelo PP2 n&o foi proporcional a inibicdo do relaxamento vascular causada
pelo wortmaninaa (Figura 27 C e D). Este dado pode sugerir uma via paralela de
ativacdo que contribui para a ativacdo da via PI3K/Akt e que merece investigacdes
futuras. Entretanto, baseando-se num estudo que demonstrou que a fosforilagdo da
PI3K pode ocorrer por uma via sensivel ao complexo Ca®’/CaM em neutréfilos,
interferindo na sua migracdo e producdo de ROS estimulada por quimioatraentes
(Verploegen et al.,, 2002), pensamos inicialmente na possibilidade da via PI3K/Akt
endotelial ser modulada pela calmodulina ou pela CaMKIl. Porém, nossos
experimentos ndo detectaram alteracdo da fosforilagdo da Akt (da Src ou da eNOS)
pelo EHDS na presenca do calmidazélio (inibidor da calmodulina) e nem do KN-93
(inibidor da CaMKII) nas células endoteliais (Figura 33 A, B, C e D), descartando essa
hipotese.

O EHDS induziu uma ativacdo persistente da via da eNOS mesmo apds um
curto periodo de tratamento (5 minutos), tanto em anéis de artéria coronaria, como em
células endoteliais. Na reatividade vascular, o EHDS inibiu igualmente as contra¢des

cumulativas induzidas pelo U46619 em todos os intervalos de tempo avaliados (5 a 180
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minutos). A exposicdo das coronarias ao EHDS durante 5 minutos, seguido pela
remocdo do extrato, manteve o efeito inibitério sobre a contracdo por tempo superior a
uma hora. Este efeito foi demonstrado como dependente da liberagédo do NO (Figura 28
A, B, C e D). Nas células endoteliais, a incubagdo do EHDS causou uma rapida
fosforilacdo da Akt e da eNOS entre 0 1°e 5°minut os de exposicao (Figura 32 A, B e
C). Além disso, as modificacbes nos niveis de fosforilagdo da Akt e da eNOS
permaneceram inalteradas durante os 55 minutos apos a curta exposi¢do ao extrato (5
minutos), seguido por um lento declinio da fosforilacdo até préximo dos niveis basais
em periodos subsequentes (Figura 36 A, B e C). Esses dados mostram a capacidade
do EHDS em manter seu efeito durante longos periodos de tempo apds a remoc¢éo do
extrato das preparacoes.

As ROS e também as RNS (espécies reativas de nitrogénio, como o proprio NO)
sdo bem conhecidas por desempenharem efeitos deletérios, mas também causam
efeitos benéficos de acordo com as concentracbes produzidas. Os efeitos benéficos
dos radicais livres ocorrem em concentracdes baixas ou moderadas e envolvem papéis
fisiologicos na resposta celular como, por exemplo, na defesa contra agentes
infecciosos, regulacao de vias de sinalizagéo celular, apoptose e inducdo da resposta
mitogénica (para revisao ver Valko et al., 2007). Nos vasos sanguineos, os efeitos
fisiol6gicos mais descritos sdo: (a) resposta contratil da vasculatura pulmonar em
resposta a hipoxia, que ocorre através do bloqueio de canais de K* operados por
voltagem exercido pelas ROS O;" e H;O; ; (b) o aumento da pressao luminal causada
pelo fluxo sanguineo, a qual parece ativar a NADPH oxidase e estimular os
mecanismos de expressao génica da SOD e da eNOS, através de vias endoteliais
sensiveis ao balanco redox, envolvendo especialmente o H,O,; (c) eventos

hY

relacionados a adaptacdo da funcdo vascular aos exercicios fisicos, 0s quais
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ocasionam o aumento da expressao da eNOS e da SOD e que podem estar envolvidos
na regressao da placa aterosclerética, na neovascularizagcdo e no aumento da perfusao
do miocardio (para revisao ver Wolin, 2000).

Nos ensaios realizados em artéria coronaria de porco verificou-se uma atividade
pré-oxidante do EHDS nas células endoteliais. As espécies reativas de oxigénio sdo
consideradas neste caso como mediadores fisioldgicos envolvidos na ativacdo das vias
de sinalizagdo celular ap6s a estimulacdo da producdo de concentracfes de ROS
muito inferiores aquelas que ocasionam lesdes teciduais. Embora os polifendis
causem um sinal pro-oxidante modesto nas células endoteliais, em condi¢cdes
fisiologicas eles geralmente ndo induzem uma formagéo significativa de ROS na
musculatura lisa vascular. Ao contrario, nestas células, foi descrito que os polifendis
previnem fatores indutores de crescimento, e a formacdo de ROS dependente da
NADPH oxidase (Oak et al., 2003), sdo capazes de sequestrar anions superoxido,
radicais peroxil, radicais hidroxil e peroxinitrito (Aldini et al., 2003; Hu et al., 1995; Sato
et al., 1999), prevenir a expresséo de enzimas pré-oxidantes como a NADPH oxidase e
a xantina oxidase, e aumentar a expressao de enzimas antioxidantes como a catalase
(Lin et al., 2000; Ying et al., 2003).

Através da andlise do EHDS por HPLC-DAD, verificamos que este extrato é
constituido majoritariamente por varios compostos fendlicos, incluindo os acidos galico,
protocatecuico, ferdlico, sinapico, cinamico, clorogénico e cumarico. Estes compostos
foram adquiridos comercialmente e testados em anéis de artéria coronaria de porco. A
maioria dos compostos induziu relaxamento vascular discreto, exceto os &cidos
protocatecuico e sinapico, que ndo produziram qualquer efeito (Figura 37 F). Somente
0 &cido cumarico e o &cido galico induziram relaxamento vascular completo das

preparacdes. A remocdo do endotélio vascular ndo interferiu significativamente no



120

efeito do &cido galico (Figura 37 A), mas causou uma inibicdo parcial (25,24%) do
relaxamento induzido pelo acido cuméarico (0 composto majoritario deste extrato)
(Figura 37 B). Estes resultados estdo em concordancia com dados existentes na
literatura (Taubert et al.,, 2002; Andriambeloson et al. 1998). Levando-se em
consideracdo a poténcia do extrato, cujo efeito vasodilatador maximo em coronéria de
porco foi obtido em concentracdes inferiores a 100 pg/mL, esses resultados podem
sugerir a existéncia de outros compostos a serem identificados ou ainda a ocorréncia
de interagfes sinérgicas entre os seus constituintes. Além disso, entre 0s compostos
gue apresentaram pouca ou nenhuma atividade vasorrelaxante, deve ser considerada
a capacidade antioxidante destes, a qual preserva o NO produzido por acdo dos
compostos mais ativos. Para todos eles, a atividade antioxidante ja foi confirmada
(Alamed et al., 2009; Meng et al., 2008; Lopez-Giraldo et al., 2009; Ma et al., 2008).

Neste estudo demonstramos a capacidade do EHDS estimular a producéo e
liberacdo do Oxido nitrico, bem como sua atividade antioxidante. O oOxido nitrico
desempenha um papel crucial no controle da homeostase vascular e a sua produgao
insuficiente contribui para a disfuncéo endotelial, uma alteracdo vascular envolvida na
iniciacdo e no desenvolvimento de patologias cardiovasculares, tais como a
hipertensao arterial e a aterosclerose (Mombouli and Vanhoutte, 1999; Luscher e Noll,
1994; Busse e Flemming, 1996; Russo et al., 2002). Entre os medicamentos aprovados
para o tratamento de doencas cardiovasculares em humanos existem poucas drogas
disponiveis capazes de modular a producdo enddégena do NO. Este fato revela a
importancia dos estudos que podem contribuir com substancias que contenham esta
propriedade, tendo os produtos naturais como uma importante fonte.

Por fim, a Figura 38 ilustra 0s mecanismos propostos neste estudo para o

relaxamento vascular induzido pelo extrato hidroalcodlico das folhas da Dicksonia
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sellowiana (EHDS) o qual age através da estimulacdo da producdo endotelial do NO,
por vias que diferem em vaso de condutancia (aorta de rato) e em vaso de resisténcia
(artéria coronaria). Somado a isto, nas mesmas concentragbes nas quais promove
vasodilatacdo, o EHDS apresenta uma importante acdo sequestradora de radicais

livres, que pode contribuir na preservagcao do NO liberado.
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Figura 38: Principais mecanismos envolvidos no rela xamento vascular mediado pelo NO apés estimulacdo p  elo EHDS em aorta isolada de

rato (A) e em artéria coronaria de porco (B). Em aorta de rato, os resultados sugerem que o EHDS ativa os receptores muscarinicos na membrana
das células endoteliais, os quais estimulam a producéo do trifosfato de inositol (IP;) pela enzima fosfolipase C (PLC). O IP; estimula a liberacdo de Ca*
do reticulo endoplasmatico e ocorre a formacéo do complexo Ca*/CaM, o qual estimula a producdo do NO pela eNOS. O NO produzido se difunde para
as células musculares lisas onde ativa a guanilil ciclase solGvel e os canais de K* da membrana, conduzindo ao relaxamento (A); em artéria coronaria,
os resultados indicam que o efeito do EHDS depende parcialmente do complexo Ca**/CaM, mas estimula a producéo endotelial de ROS, que ativam a
Src (proteina tirosina quinase), a qual converte do fosfatidil inositol 4,5- difosfato (PIP,) em fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIPs) pela fosfatidil inositol 3-
gquinase (PI3K). O PIP; é necessario para a reacao de fosforilacdo (P) da Ser473 da Akt pela quinase PDK-1. A Akt, por sua vez, fosforila a Serl177 da
eNOS e inicia a produgédo do NO que se difunde para as células musculares lisas, ativam a guanilil ciclase soluvel e geram o relaxamento do vaso (B).

Somado a estes mecanismos, 0 NO produzido pode ainda ser preservado devido a acdo sequestradora de radicais livres (ROS) exercida pelo EHDS.
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VI CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o extrato hidroalcodlico padronizado das folhas da

planta Dicksonia sellowiana (EHDS) permitem afirmar que:

v" O EHDS causa relaxamento vascular em aorta isolada de rato (vaso de
condutancia), bem como hipotensdo em ratos anestesiados. Estes efeitos
parecem ser mediados pela estimulacdo de receptores muscarinicos, ativagao
da via NO/GMPc e subsequente abertura de canais de potassio ativados pelo

Ca®" na membrana das células musculares lisas;

v" O EHDS, testado nas mesmas concentra¢ces e doses utilizadas nos testes em
rato, apresentou acdo sequestradora dos radicais *DPPH, do anion superoxido
(O2"), do radical hidroxil (*OH), e do peréxido de hidrogénio (H,O,), eventos que
podem contribuir para a preservacédo do NO e para a integridade dos tecidos. O
EHDS também protegeu contra a acdo do H,O, nas células endoteliais através
de mecanismos independentes da estimulacdo da enzima catalase. Além disso,

o EHDS protegeu contra a peroxidacao lipidica.

v Em artéria coronaria de porco e em células endoteliais deste vaso, o EHDS
causou vasodilatacdo independente da ativacdo dos receptores muscarinicos,
mas também dependente da estimulacdo da eNOS, neste caso mediada por
duas vias: (i) ativacdo dependente do Ca** e da calmodulina (mas ndo da
CaMKIl) e, principalmente, (ii) estimulagdo da producédo intracelular de O;" e

H,0O,, espécies que estimulam a via Src—PI3K/Akt e induzem a fosforilagcdo da
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eNOS na Serll77. Esta via gerou a produgdo sustentada do NO, que
permaneceu estavel por um longo periodo mesmo apos a remoc¢do do EHDS

dos vasos ou da cultura de células endoteliais.

Em conjunto, os dados do presente trabalho demonstram o potencial terapéutico
da D. sellowiana para as condi¢cdes patolégicas relacionadas a disfuncao

endotelial.
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