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1. INTRODUCAO

Em meio a imensa diversidade de plantas existentes no mundo, o
homem desde tempos muito remotos vem tentando desenvolver medicamentos
de origem natural ou derivados sintéticos através da utilizacdo de plantas
medicinais para o tratamento das mais variadas doenca que afligem a
humanidade. Essa préatica sobreviveu ao processo evolutivo e aos avangos
tecnoldgicos, chegando aos dias atuais como grande fonte de recursos
terapéuticos (DI STASI, 1960).

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em
dois grandes grupos, os metabolitos primarios que incluem os lipideos,
protideos e glicideos com fungdes vitais bem definidas e um segundo grupo de
compostos quimicos que sao os metabdlitos secundarios. Eles apresentam
estrutura complexa, baixo peso molecular, marcantes atividades biol6gicas e
sdo encontrados em concentracdes relativamente baixas e em determinados
grupos de plantas. Neste grupo estdo incluidos os alcaldides, terpenos e
outros.

As plantas medicinais sao freqlientemente utilizadas para o auxilio das
terapias convencionais, principalmente pela facilidade de obtencao e pelo baixo
custo, quando utilizadas in natura. Porém, sabe-se que as plantas apresentam
ampla diversidade de metabdlitos secundarios com inumeras atividades
biolégicas (FARNSWORTH et al, 1985; SIMOES, 2003) recomendando,
portanto uma série de cuidados no seu uso, principalmente pelos efeitos
colaterais que possam ocorrer e as interagcbes com outros farmacos que
estejam sendo utilizados simultaneamente.

O uso de plantas, na tentativa de melhora ou cura de doencas ou
picadas de insetos e animais peconhentos, &€ amplamente utilizada por
curandeiros, xamas e pajés no mundo todo. O conhecimento a respeito desta
pratica milenar é transmitido de geracdo em geracao, perpetuando assim o seu
uso como recurso terapéutico popular. Estas informagbes se tornaram
importantes ao longo da histéria e por isso a ciéncia busca, através da
etnobotancia e etnofarmacologia, validar o conhecimento popular e,
disponibiliza-lo em descricbes publicadas em livros, revistas ou em trabalhos

cientificos. Isso porque, um dos grandes problemas no uso terapéutico das



plantas para o tratamento de doencas € a falta de dados cientificos que
comprovem sua acao bioldgica, seu espectro toxicolégico e sua eficacia para
garantir a seguranca e qualidade dos medicamentos preparados a partir dos
vegetais ou seus principios ativos (menos de 10% das plantas utilizadas como
medicinais apresentam estudos cientificos).

O isolamento de compostos de plantas € uma importante estratégia para
o desenvolvimento de novos medicamentos. Nas Ultimas décadas tem-se
observado o grande interesse da industria farmacéutica pelo potencial
terapéutico das plantas medicinais. Estima-se que 25% de todos os
medicamentos do mercado atual sdo derivados direita ou indiretamente de
plantas. Além disso, cerca de 50% das drogas desenvolvidas entre 1981 a
2002 foram obtidos a partir de produtos naturais, analogos semi-sintéticos ou
mesmo compostos sintéticos baseados em produtos naturais (KOEHN e
CARTER, 2005). Assim, na terapéutica moderna, as plantas medicinais
fornecem o substrato para a producdo de compostos biologicamente ativos ou
compostos passiveis de modificacdes e otimizacdes estruturais que dao origem
as entidades quimicas.

Dentro deste contexto, o Brasil € um pais privilegiado, pois ocupa o
primeiro lugar dentre os 17 paises mais ricos do mundo em biodiversidade,
detendo cerca de 20% do total de espécies existentes no planeta (RATES,
2001). A imensa variedade de espécies de plantas, animais e microorganismos
existentes no ecossistema brasileiro apresentam um importante diferencial para
o desenvolvimento de varios medicamentos que assolam as inUmeras doencas
que acometem a populacdo. Dentro desta imensa variedade de espécies
encontram-se as plantas do género Gochnatia. As folhas das plantas da
espécie G. polymorpha tém sido usadas na medicina popular para o preparo de
chas e xaropes no tratamento de gripes, resfriados, tosse e outras afecgdes do
sistema respiratorio (MORS et al., 2000). Apesar da ampla utilizacdo desta
planta pela populacdo, existem raros estudos que comprovem ou refutem a
atividade biolégica da G. polymorpha. Porém alguns estudos para a avaliagao
da atividade antimicrobiana e citotéxica de extratos de folhas de Gochnatia
polymorpha ssp floccosa ja foram realizados. Esta atividade parece estar
relacionada a presenca de diterpenos no extrato. (STEFANELLO et al.,2006).

Outros trabalhos estdo sendo realizados no departamento de farmacologia da
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Universidade Federal do Parana (UFPR) com a mesma planta onde estédo
sendo avaliadas as atividades anti-edematogénica e antiinflamatéria do extrato
e fracoes de G. polymorpha. Os resultados preliminares indicam que tanto o
extrato como a fragdo butandlica apresentam atividade antiedematogénica em
modelo de edema de pata induzido pela carragenina, e atividade
antiinflamatéria em modelo de pleurisia induzido pela administragcdo na
cavidade pleural de carragenina, com reducao na migracao celular e protéica
(de SOUZA, 2009).

O uso popular nao é o suficiente para validar a propriedade terapéutica
de uma planta, uma vez que a autorizacdo oficial para seu uso como
medicamento é necessdria e deve ser fundamentada em evidéncias
experimentais e estudos farmacoldgicos que comprovem os beneficios de seu
uso. O conhecimento empirico existente, e muitas vezes ja consagrado pelo
uso continuo, nos permite planejar a pesquisa e validar ou ndo o uso da planta
como medicamento, em bases cientificas. (DI STASI 1995).

Tendo em vista as consequéncias clinicas mundiais geradas pelas
doencas cardiovasculares, consideramos fundamentais os investimentos em
estudos que buscam identificar novas opcdes de prevencao e tratamento das
enfermidades (JACOB, 1999).

No departamento de Farmacologia da UFPR, o grupo de pesquisa
“Farmacologia e Toxicologia Pré-Clinica de Produtos Naturais”, desenvolve
estudos, in vitro e in vivo, com o objetivo de validar plantas medicinais
utilizadas popularmente com base em informagbes etnofarmacolégicas e
etnobotanicas.

Assim sendo, tornou-se importante o estudo da agdo e do
mecanismovasorrelaxante de extratos e compostos de G. polymorpha uma vez

gue nenhum estudo sobre esta atividade é relatado na literatura.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a acao do extrato, fracdes e dos compostos acetato de

bauerenila e 11- aH-13-diidrozaluzanina C de G. polymorpha sobre o tbnus da
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musculatura lisa vascular de ratos e identificar as vias envolvidas no
mecanismo de agao in vitro.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar a acdo do extrato e dos compostos acetato de bauerenila 11- o
H-13-diidrozaluzanina C obtidos de G. polymorpha sobre o musculo liso

vascular;

e Investigar as concentracbes do extrato capazes de promover efeitos

sobre a musculatura lisa vascular;

e Avaliar a participacao do endotélio vascular no relaxamento produzido
pelo extrato da G. polymorpha;

e Avaliar a participacdo dos canais de Calcio (Ca*?) extracelular na
possivel acdo vasorrelaxante do extrato da G. polymorpha;

e Avaliar a participacdo do Calcio (Ca*®) intracelular na possivel agdo
vasorrelaxante do extrato da G. polymorpha;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

3.1. Biodiversidade e a fitoterapia

No final do século XX, a humanidade passou a preocupar-se com acoes
atuais e nas consequéncias vindouras para o novo século. A biodiversidade foi
um dos aspectos inteiramente discutidos e previstos como de vital importancia
para as geracdes futuras. A diversidade biolégica abrange aspectos éticos,
culturais, econdémicos, sociais e cientificos, mobilizando assim, grande parcela
da populacéo global (GARAY e DIAS, 2001).

A biodiversidade expressa o conjunto das diferentes formas em que a
vida se manifesta, envolve todos os seres vivos existentes. Estima-se que
existam pelo menos 5 a 50 milhées de espécies no planeta, sendo que ja foram
identificados pela ciéncia mundial, cerca de 1,4 milh6es de espécies. Das
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identificadas, mais de 365 mil espécies sdo de plantas, o que corresponde a
cerca de 60% das existentes no mundo (GARCIA, 1995).

O Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais de 56.000 espécies
de plantas, o que corresponde a quase 23% da flora mundial. Estimativas
atuais indicam a existéncia de 5 a 10 mil espécies de gimnospermas, 55 a 60
mil espécies de angiospermas, 3.100 espécies de bridfitas, 1.200 a 1.300
espécies de pteridofitas e cerca de 530 espécies de algas marinhas (MMA,
1998, GIULIETI, et al., 2005).

Os componentes da biodiversidade de plantas sdo importantes para a
saude humana. Antigamente, quase todos o0s medicamentos eram
provenientes de plantas, e ainda hoje, mesmo com a modernizacdo e as
constantes mudancas impulsionadas pela tecnologia, elas continuam sendo
vitais. A medicina tradicional ainda é usada como tratamento inicial por cerca
de 80% da populagdo em paises em desenvolvimento (média de trés bilhdes
de pessoas). S6 na China sao utilizadas mais de 5.100 espécies de plantas e,
no noroeste da Amazénia em torno de 2.000 espécies sdo usadas para fins
medicinais pela populagdo (FUNDACAO O BOTICARIO, 1992).

O imenso patriménio genético brasileiro, jA escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econ6mico-estratégico inestimavel em
varias atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos
medicamentos onde reside sua maior potencialidade. Estima-se que grande
parte dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos
de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais.
A terapéutica moderna, composta por medicamentos com acdes especificas
sobre receptores, enzimas e canais ibnicos, nao teria sido possivel sem a
contribuicdo dos produtos naturais, notadamente das plantas superiores, das
toxinas animais e dos microrganismos (CALIXTO, 2005).

Atualmente, no Brasil, o consumo de medicamentos sintéticos vem
diminuindo drasticamente nos ultimos 10 anos, dando lugar ao consumo de
fitoterapicos (UPNMOOR, 2003). A palavra fitoterapia vem do grego e quer
dizer: tratamento (therapia), vegetal (phyton) — tratamento pelos vegetais ou
ainda “a terapéutica das doencas através das plantas” (STERN, 2007).
Conceitualmente, a fitoterapia pode ser definida como o estudo e a aplicagao
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dos efeitos terapéuticos de drogas vegetais e derivados dentro de um contexto
holistico (ELDIN e DUNFORD, 2001).

3.2. Plantas com propriedades medicinais

Grande parcela das plantas encontradas mundialmente possui principios
biologicamente ativos. Quatro mil anos a.C., os povos descobriram as
propriedades do 6pio, obtido da papoula (Papaver somniferum) e este foi um
marco histérico na utilizacao de principios ativos de plantas. O épio era usado
como analgésico e assim como outras plantas do género que contém os
mesmos principios terapéuticos do 6pio. Por volta de 1800 houve o isolamento
da morfina que até os dias atuais € empregada como poderoso analgésico e
ainda utilizada na medicina moderna.

Existe uma imensa diversidade em termos de estrutura, propriedades
fisico-quimicas e/ou biolégicas de produtos isolados de plantas. Como
exemplos relevantes de medicamentos obtidos de plantas, podemos mencionar
a digoxina (Digitalis sp.), o quinino (casca da Chinchona sp), a pilocarpina
(Pilocarpus jaborandi), a vincristina e a vinblastina (Catharanthus roseus),
dentre outros (RATES, 2001). Assim, na terapéutica moderna, as plantas
medicinais fornecem o substrato para a producdo de compostos
biologicamente ativos ou compostos passiveis de modificacées e otimizacoes
estruturais que dao origem as entidades quimicas. Dentre a enorme
biodiversidade de plantas utilizadas na medicina popular, podemos denotar o
destaque da G. polymorpha.

3.3. Gochnatia polymorpha

A familia Asteraceae (nome antigo: Compositae) compreende 1100
géneros e cerca de 20.000 espécies. No Brasil esta representada por cerca de
190 géneros e 1.900 espécies. O género Gochnatia possui 66 espécies, a
maioria encontrada na América do Sul. Do ponto de vista quimico, € um género
ainda pouco conhecido, pois apenas 15 espécies foram estudadas. G.
polymorpha (Less) Cabr. € uma arvore de médio porte, encontrada em varios

estados brasileiros. A sua madeira € muito aproveitada por ter um cerne
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compacto, pesado e muito resistente. A subespécie ceanothifolia ocorre nos
estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e também no Uruguai, Paraguai
e nordeste da Argentina. A subespécie floccosa € exclusiva do Brasil, sendo
encontrado nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. No Brasil € conhecida como Cambara, cambara-da-folha-
grande ou cambara-do-mato nome dado também a varias outras espécies do
género. Sao reconhecidas trés subespécies: polymorpha, ceanothifolia e
floccosa, sendo a dUltima amplamente dispersa no estado do Parana
(CABRERA, 1973; STEFANELLO et al., 2003).

3.3.1. Composicao quimica

Alguns estudos fitoquimicos ja foram realizados com G. polymorpha, e
os resultados apresentados foram diversos. Com o nome antigo de Mochinea
polymorpha, FARIAS e colaboradores (1984) relataram o isolamento da lactona
deidrocostunolideo e do triterpeno acetato de bauerenila (Figura 1) a partir do
caule de um exemplar coletado em Campinas, SP. As partes aéreas e raizes
de um exemplar do Paraguai, sem identificacdo da subespécie, forneceram
uma série de bisabolenos e guaianolideos diméricos (BOHLMANN et al., 1986).
Outro trabalho realizado também com as partes aéreas e as raizes mostrou
resultados totalmente diferentes. A partir de um exemplar paulista da
subespécie polymorpha, foram isolados diterpenos, triterpenos, o
eudesmanolideo  santamarina e os flavondides genkwanina e
demetoxicentaureidina (SACILOTTO et al., 1997). Em um estudo realizado com
outro exemplar brasileiro, subespécie nao identificada foi verificado que os
extratos das folhas possuiam atividade antiinflamatéria (FALCAO et al., 2005).
A partir desses extratos foram isolados os acidos cafeico e clorogénico, o
aminodcido 4-hidroxi-N-metilprolina e os flavondides 3-O metilquercetina,
hiperosideo e rutina (MOREIRA et al., 2000). Diterpenos, triterpenos e
cumarinas foram isolados das partes aéreas de um exemplar paraguaio da
subespécie polymorpha (CATALAN et al, 2003). Fenilpropanoides,
monoterpenos sesquiterpenos, e composto 11-aH-13-diidrozaluzanina C
(Figura 2) foram identificados das flores e raizes de um exemplar da
subespécie floccosa. (STEFANELLO et al., 2006). Essa variabilidade quimica
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pode ser devido ao local de coleta, variacbes sazonais ou mesmo a existéncia

de quimiotipos nesta subespécie

AcO

Figura 1: Acetato de bauerenila

Figura 2: 11-aH-13-diidrozaluzanina C

Em relacdo a confirmacdo cientifica de atividades biolégicas,
STEFANELLO e colaboradores (2006), sugerem a atividade antimicrobiana e
citotoxica dos extratos de G. polymorpha ssp floccosa. O extrato em
diclorometano dos galhos mostrou uma atividade especifica contra
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria de dificil controle envolvida em
doencas respiratérias. Além disso, as folhas de G. polymorpha demonstraram

atividade antiinflamatéria (Moreira et al., 2000).

3.3.2. Partes utilizadas

As suas folhas tém sido usadas na medicina popular para o preparo de
chas e xaropes que sao usados contra gripes, resfriados, tosse e outras
afeccdes do sistema respiratério (MORS, et al., 2000; PIO CORREA, 1984).
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3.4. Participacao do endotélio vascular no controle do tonus vascular.

A pressao arterial corresponde a forca que o sangue bombeado pelo
coracao exerce contra a parede distensivel dos vasos. Nos humanos a pressao
varia a todo instante, no entanto, raramente desvia do valor de referéncia de 10
a 15% ao dia. Um adulto normal apresenta a sua pressao arterial média em
torno de 100 mmHg, em episédios com comprometimento circulatério (uma
hemorragia por exemplo) pode chegar a 0 mmHg, ou aumentar a 160mmHg
em individuos com hipertensao arterial, comprometendo assim a homeostasia.

Para compensar essas alteragbes o organismo lanca mao de varios
mecanismos de controle da pressao sanguinea, os quais interagem de forma
eficaz para produzir respostas apropriadas nas circunstancias que modificam a
pressao arterial.

Esses mecanismos de regulagdo da pressao arterial podem ser
agrupados de acordo com o tempo necessario a reacdo. Em curto prazo
(reacdo em segundos), esse controle € desempenhado pelos barorreflexos,
quimiorreflexos e sistema nervoso central. Os rins exercem o controle da
pressao arterial a longo prazo (horas ou dias). E a médio prazo (minutos), a
regulacdo ou modulacdo ocorrem principalmente por acdo dos sistemas
hormonais  (sistema  renina-angiotensina,  sistema  calicreina-cinina,
vasopressina, fator natriurético atrial e mediadores endoteliais) (GUYTON,
1991).

A descoberta da producdo de substancias vasoativas pelo endotélio
vascular acrescentou um importante mecanismo para a regulacdo ou controle
da pressao arterial, através de efeitos locais que alteram o ténus dos vasos
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980)

O endotélio produz uma variedade de substancias que desempenham
um papel importante na regulacdo da circulagdo sanglinea e homeostase
vascular. Dentre eles estdao os vasoconstritores endotelina, tromboxano A2
(TXA2) e a angiotensina Il, e os vasodilatadores prostaciclina (PGlz), o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e o 6xido nitrico (NO)
(FURCHGOTT & ZAWADZK, 1980). Através destes mediadores, o endotélio
exerce sua influéncia no fluxo sangulineo e ainda sobre as células circulantes,

como os leucécitos, as plaguetas e ainda sobre substancias envolvidas na
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coagulacao sangtinea. Todos estes efeitos contribuem para a modulagdo do
tbnus vascular e participam no desenvolvimento de complicagdes
aterotrombdticas associadas as doengas cardiovasculares (SCHIFFRIN, 2001).
Figura 3.

A liberacdao de mediadores vasorrelaxantes pode ser estimulada por
substancias enddégenas, por exemplo, a acetilcolina (ACh) e a bradicinina (BK),
ou ainda por estimulos mecanicos, como o estresse de cisalhamento (em
Inglés, conhecido como shear stress). O estresse de cisalhamento é um
estimulo fisico gerado pelo atrito do fluxo sanglineo sobre a camada intima
dos vasos. Este atrito parece promover a liberagdo de substancias
vasorrelaxantes endoteliais como NO, a PGI2 ou EDHF (FRANGOS et al.,
1985; CAMPBELL & GAUTHIER, 2002; BOO & JO, 2003), os quais atuam
sobre a camada muscular e relaxam os vasos. Esse aumento no didmetro dos
vasos provoca a reducdo proporcional da resisténcia periférica total e da
pressao arterial. Da mesma forma, estimulos que liberam vasoconstritores
endoteliais (como a endotelina) promovem redugao no diametro vascular, o que
resulta no aumento da pressdo arterial. Desta maneira, mecanismos
envolvendo substancias produzidas pelo endotélio vascular podem contribuir
para a regulacao da pressao sangtinea.

A vasodilatacdo e a vasoconstricdo, portanto, decorrem de alteracdes
geradas por estimulos quimicos ou fisicos que atuam nas diferentes camadas
constituintes dos vasos. Na camada de células endoteliais, estes estimulos
podem culminar com a liberacdo de substancias vasoativas produzidas por
estas células (PGI2, NO e EDHF), as quais exercem suas a¢des na camada
adjacente, a musculatura lisa. Entretanto, a camada de células musculares
lisas, também pode ser alvo direto de outros estimulos quimicos, além
daqueles provenientes do endotélio (por exemplo, a adrenalina circulante).

Nos vasos sanguineos, um dos principais mediadores vasorrelaxante é o
NO. O mecanismo de sintese deste gas inicia-se com a ligagcdo de um agonista
a um receptor especifico localizado na membrana das células endoteliais. Esse
estimulo provoca ativacao da fosfolipase C (PLC), por intermédio de uma
proteina G. A PLC, uma vez ativada, promove a hidrélise dos fosfolipideos
fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2) presentes na membrana celular, originando o
inositol 1, 4, 5, trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (GRIFFITH et al., 1984).
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O IP3 age nos estoques intracelulares de Ca®* induzindo a liberacédo deste fon,
o qual, ligado a calmodulina, estimula a 6xido nitrico sintase (NOS), dando
inicio & sintese do NO (MONCADA et al., 1989). E relatada a existéncia de
canais de calcio sensiveis ao IP4 (inositol 1, 3, 4, 5-tetrafosfato) e insensiveis
ao |IP3, localizados nas células endoteliais. Estes canais podem estar
envolvidos no influxo transmembrana do Ca*? para as células endoteliais
(LUCKHOFF & CLAPHAM, 1992) ou ainda, no relaxamento vascular pelo
estresse de cisalhamento e na interacdo agonista—receptor nas células
endoteliais (BASSENGE et al., 1987). O DAG induz a estimulagdo da proteina
kinase C (PKC), que pode fosforilar a NOS das células endoteliais, causando
uma forte diminui¢gdo na sua atividade catalitica e na producao de NO (BREDT
et al., 1992). Isto pode explicar a inibicdo do relaxamento vascular pela
histamina em artéria pulmonar de cobaias apés a ativacdo da PKC pelo éster
de forbol (ativador direto da PKC) (WEINHEIMER et al., 1986).

O NO, depois de sintetizado, difunde-se para a camada muscular lisa do
vaso causando a estimulacado da guanilato 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 concentracédo
citosolica do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Este nucleotideo ativa
a proteina quinase G (PKG) que, dentre outras funcoes, 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 agcdo da PKG é a ativacdo de canais de K*, ocasionando
hiperpolarizacdo e consequente relaxamento vascular. A exemplo da
acetilcolina, diversos agonistas provocam vasodilatagdo através da ativacao da
via L-arginina-6xido nitrico. Dentre eles estdo a histamina, a serotonina, a
bradicinina e a substancia P (FURCHGOTT, 1983).
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Importancia do endotélio na regulagao do ténus vascular.
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Figura 3: Modificado de FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1983
3. 5. Participacéao do calcio (Ca*?) na contracdo da musculatura lisa.

As fibras do musculo liso sdo menores e mais finas que as fibras do
musculo esquelético, medindo de 1 a 5 micrometros de didametro e possuem de
20 a 500 micrédmetros de comprimento, ja as fibras da musculatura
esqueléticas possuem um diametro 30 vezes maiores e sdo 100 vezes mais
compridas (GUYTON,1991).

Os canais de calcio sao importantes para a regulacao do ténus muscular
liso e consequentemente da pressdao sanguinea por influéncia da
hiperpolarizacdo em potencial de membrana por canais BK¢, no sistema de
midcitos vasculares (JAGGAR et al. 2000; WIER & MORGAN, 2003). Eles
também possuem influéncia despolarizando canais Clc, em outros musculos
lisos como o pulmonar (REMILLARD et al. 2002).

O potencial de agcdo, no musculo liso, € na maioria dos casos gerado
pelos canais de célcio do tipo L, constituindo uma rota importante para a
entrada de Ca*". Além disso, muitas células musculares lisas possuem canais

de cations controlados por ligantes que permitem a entrada de Ca?* ao
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responderem aos transmissores. As células musculares lisas também
armazenam Ca?* no reticulo endoplasmatico, de onde pode ser liberado
quando o IP; é ativado. O IP; é gerado pela ativagdo de diversos tipos de
receptores acoplados a proteina G. No musculo liso, a liberacdo de Ca** e a
contracdo podem ocorrer quando esses receptores sao ativados, sem envolver
necessariamente a despolarizagdo e a entrada de Ca®* através da membrana
plasmatica (RANG&DALE, 2007).

O inicio da contracdo muscular se da quando ocorre um aumento da
concentragdo de ions célcio intracelular e impulsionada pela energia do ATP.
Cada musculo apresenta caracteristicas préprias neste mecanismo, no
musculo esquelético a elevacao na concentracao de calcio intracelular, afeta a
actina, ja no musculo liso afeta a miosina (contragao regulada por miosina).

As células em repouso apresentam a maioria do calcio intracelular
armazenado, principalmente, no reticulo sarcoplasmatico e mitocdndrias. Nesta
situacado a quantidade de célcio livre é baixa. Entretanto, em resposta a um
estimulo especifico, hormonal ou por uma droga, por exemplo, no musculo liso,
a concentracdo intracelular de calcio aumenta, através da liberacdo dos
estoques intracelulares do reticulo endoplasmatico, bem como a entrada de
calcio extracelular através dos canais de célcio. Esse aumento da
concentracao intracelular de célcio leva a ativacdo do complexo -calcio
calmodulina (a calmodulina ocorre sob forma livre no citosol ou como sub-
unidade da glicogénio fosforilase quinase, € uma pequena proteina com quatro
sitios de ligacdo para as moléculas de Ca®" ) que, ativa a quinase da cadeia
leve da miosina (MLCK) e esta ir4 causar a fosforilagdo da cadeia leve de
miosina (MLC) soltando-a dos filamentos de actina induzindo a contragdo da
musculatura lisa (WEBB, 2003). Uma segunda enzima a fosfatase de miosina
reverte a fosforilagdo causando o relaxamento. Assim a MLCK e a fosfatase
possuem efeitos que se contrabalancam, promovendo, respectivamente,
contracdo e relaxamento do tecido muscular liso com ou sem a participacao do
endotélio vascular. As duas enzimas sao reguladas por nucleotideos (AMP. e
GMP.), e muitos farmacos que promovem relaxamento ou contracdo do
musculo liso mediados pelos receptores acoplados a proteina G ou através dos
receptores ligados a guanilato quinase atuam dessa forma (RANG&DALE,
2007). Figura 4.
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Figura 4: Via de sinalizagdo envolvida na contragdo muscular.

Em resposta a um estimulo especifico, hormonal ou por uma droga, no
musculo liso a concentracdo de ions calcio intracelular aumentam pela
liberagdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico ou através dos canais de célcio
de membrana. Esse aumento da concentracdo de Ca®* leva a ativagdo do
complexo calcio-calmodulina (CaM), que leva a ativacdo da quinase da cadeia
leve da miosina(MLCK), esta quinase vai fosforilar a cadeia leve da miosina
(MLC), soltando-a dos filamentos de actina induzindo a contragdo do musculo
liso. (WEEB, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Botanico

Foram coletadas folhas, galhos, cascas do tronco e raizes de exemplares
de Gochnatia em Curitiba, Parana, Brasil em Maio de 2008. Um exemplar da
espécie foi identificado pelo professor Armando Carlos Cervi do departamento
de botanica UFPR e uma exsicata foi depositado em herbario na UFPR (UPCB
30.100). Para os nossos estudos, o extrato e as fracoes foram fornecidos pela
Professora Maria Elida Stefanello, do Departamento de quimica, da
Universidade Federal do Parana.

O material organico foi picado e colocado em estufa para secar, foi
extraido a frio por solventes de polaridade crescente. Os solventes foram
removidos em evaporador rotativo, fornecendo os extratos em cada um dos
solventes. Da fracdo diclorometano (DCM), que apresentou maior bioatividade,
foram isolados dois compostos (figura 1: acetato de bauerenila e figura 2: 11-
aH-13-diidrozaluzanin C) usando-se a cromatografia em camada delgada
(CCD), que consiste na separacao de componentes de uma mistura através da
migracdo diferencial sobre uma camada de adsorventes retida sobre uma
superficie plana, geralmente de vidro. (MATOS, 1988; HARBORNE, 1984;
COLLINS & BRAGA, 1987; CHRISTIAN & O’ REILLY, 1986; MERCK, s.d.;
SHRINER et al 1983). Além disso, a Prof.2 Maria Elida Stefanello forneceu os

compostos.
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4.2. FLUXOGRAMA

4.2.1. Fracionamento do extrato

Cascasdo hexano (1 L, 72 h) Extrato
tronco (129 g) hexanico (0,3%)

Residuo

Etanol(2x1L,24h)

Extrato
etandlico bruto
| (EBE, 1,8 %)

1- dissolugdo em H,0: EtOH 1:1
2- extracdo sucessiva com éter de
petroleo, CH,Cl,, AcOEt e BuOH

Fragdo éter de Fragdo CH,Cl, Fragdo acetato Fragdo butanol
petroleo de etila
(EP, 16,6%) (DCM, 46,5%) | (AcOEt, 11,8%) (BUOH, 25.0%)

4.3 Estudos farmacoloégicos

4.3.1 Animais

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus) variedade Wistar, machos,
adultos, pesando entre 180 e 2509, da colénia do biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura, umidade e iluminagéo, ciclo claro/escuro de 12 horas, tratados
com agua e ragao balanceada a vontade. Os protocolos para realizacao destes
experimentos foram aprovados pelo comité de ética em experimentacao animal

desta Universidade sob o niumero 336.
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4.3.2 Drogas

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as
seguintes drogas, sais e reagentes: Fenilefrina (Phe), acetilcolina (Ach )EGTA
(todas as drogas do laboratério Sigma, St. Louis, MO, USA), cloreto de sb6dio
(NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio (CaCl2), sulfato de magnésio
(MgSO04), dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4), bicarbonato de sédio
(NaHCO3), D-Glucose, (todos Merck; Alemanha); Todos os sais foram
preparados no momento de uso e solubilizados em agua destilada, e as
diluicdes das drogas (obtidas a partir das solu¢cdes estoques) serdo preparadas
com liquido nutritivo de Krebs. O extrato foi preparado em solugdo de
dimetilsulféxido (DMSO) de forma que a quantidade deste nao interfira na
resposta normal dos tecidos.

4.3.3 Procedimento para o isolamento de aorta toracica de rato.

Os animais foram mortos por deslocamento cervical, a aorta toracica
retirada e o tecido conectivo removido. Em seguida, o tecido foi seccionado em
anéis com 4 mm de comprimento. Estes anéis foram mantidos em cubas de
vidro (3 ml), contendo solugédo nutritiva de Krebs-Henseleit, aquecida a 37 °C,
aerada com solucdo carbogénica e sob 1 g de tensdo. A haste introduzida no
anel de aorta foi conectada a um transdutor de forca que permitiu o registro de
contracbes isométricas em sistema computadorizado. Um periodo de 60
minutos de estabilizacao foi aguardado antes do inicio de cada experimento,
bem como nos intervalos entre as estimulacdes. Neste periodo o liquido

nutritivo foi renovado a cada 15 minutos.
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4.4. Protocolos experimentais

4.4.1. Caracterizacao dos efeitos do extrato e dos compostos: Acetato de
bauerenila e 11-aH-13-diidrozaluzanina C, obtidos de G.polymorpha em aorta
isolada de rato.

Em anéis de aorta isolada, apés o periodo de estabilizacao, a presenca ou
auséncia de endotélio foi confirmada através da administracdo de acetilcolina
(1 uM) nos anéis de aorta contraidos previamente pela fenilefrina (1 pM).

Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo
relaxamento minimo produzido pela acetilcolina correspondeu a 80%. Uma
segunda resposta a fenilefrina foi obtida e, durante a fase ténica da contracao
resultante, o extrato ou fracao de extrato de G. polymorpha foram adicionados
nas concentragdes de 3 — 3000 pg/ml e os compostos, acetato de bauerenila e
11-aH-13-diidrozaluzanina C também foram testados nas concentracées de 3-
10-30-100 pM. Ao término deste procedimento, foi induzida uma nova
contragéo por fenilefrina (1 uM), seguida da adi¢cao da acetilcolina (1 uM) para
avaliar se o extrato ndo comprometeu a integridade das preparacées de aorta.

Apoés a confirmagéo do efeito do extrato e da faixa de concentracdes em
que atuou, foi investigado o mecanismo de acéao intracelular responsavel pelo
efeito vasorrelaxante. Para tanto, o0 protocolo experimental descrito
anteriormente foi realizado em anéis de aorta cujo endotélio vascular foi
removido mecanicamente. A auséncia de efeito vasorrelaxante nestes anéis ira
sugerir uma acao dependente dos mediadores endoteliais, especialmente do
NO e da PGI2. No entanto, a manutencao do efeito vasorrelaxante nos anéis
desprovidos do endotélio vascular pode sugerir uma acado bloqueadora de
canais de calcio. Abaixo, o detalhamento dos protocolos experimentais que

avaliam estas vias.
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4.4.2 Protocolo para avaliar a atividade do extrato obtido de G. polymorpha
no mecanismo contratil dependente de calcio extracelular em aortas sem
endotélio

Para a avaliagao do envolvimento do calcio extracelular no relaxamento
de aortas sem endotélio foi utilizado o seguinte protocolo: Apés um periodo de
sessenta minutos de estabilizacdo em solucdo de Krebs normal, as aortas
foram encubadas em solucédo de krebs’ despolarizante livre de célcio (60 mM
KCl e (1 mM EGTA), por um periodo de 15 minutos, com 4-5 lavagens. Foi
entdo induzida uma curva concentracao resposta frente ao CaCl, (1 uM-100
mM) em cada cuba (PRIVIERO, 2006).

Apoés o registro da contracdo maxima frente ao CaCl,, as aortas foram
lavadas com a solugdo de krebs’ normal por um periodo de 60 min. Uma
segunda curva concentracdo resposta foi registrada com as mesmas
concentracdes de CaCl, apds a incubacao do extrato da G. polymorpha, (10-
100 ou 1000 pg/ml) por 15 min. Ao final do protocolo para verificar se o extrato
ndao comprometia a integridade das preparacdes de aorta , foi induzida uma

terceira curva concentragao resposta frente ao CaCly.

4.4.3 Protocolo para avaliar a possivel participacao do extrato de G.
polymorpha no mecanismo contratil dependente de calcio intracelular.

Para avaliar o envolvimento do calcio intracelular no efeito
vasorrelaxante do extrato de G.polymorpha, em aortas sem endotélio foi
seguido o seguinte protocolo. As aortas, sem endotélio, apdés um periodo de 60
min de estabilizagdo em solugdo nutritiva de krebs’ normal, foram lavadas e
acondicionadas em solucao nutritiva livre de célcio, contendo 1 mM de EGTA,
por 15 min. Nestas condicbes as aortas foram exposta a Phe (1 uM), e sua
curva foi registrada. Uma segunda curva foi registrada apdés um periodo de 60
min, sob as mesmas condigcdes. Apdés um novo periodo de estabilizacdo
diferentes concentracdes do extrato,ou fragdo DCM da G. polymorpha, (10-100
ou1000 ug/ml), foram adicionadas as cubas com solugdo nutritiva livre de
calcio, e apés 15 min foram expostas a Phe (1uM).
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4.4.4 Analise dos resultados e testes estatisticos

Os resultados foram expressos como a média * erro padrao da média de,
no minimo, 5 experimentos. Todos os gréaficos apresentados foram produzidos
com o auxilio do programa GraphPad Prism versao 4.0 para Windows. Para a
andlise estatistica, foi utilizada a andlise de varidncia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste t de Bonferroni ou o teste t de Student, para amostras nao
pareadas. Foram considerados estatisticamente significantes os testes cujo

valor de p foi menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do extrato bruto etandlico obtido de G. polymorpha em aorta
isolada de rato sem endotélio.

Verificamos que o extrato bruto etandlico nas concentragbes cumulativas
de (3-3000 pg/ml) promoveu um relaxamento maximo de 66,6x12,6% em
relacdo ao controle, em aortas sem endotélio previamente contraidas com Phe
(1uM).

-+ Controle -+ EBE

% de relaxamento

100-

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Figura 5: Efeito vasorrelaxante do EBE (nas concentragdes de 3-3000 pg/ml)
de G. polymorpha em anéis de aorta isolada de rato sem endotélio, pré
contraidos com fenilefrina (1 uM). Resultados expressos como a média * erro
padrao das médias de 6 experimentos, * p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA seguida do

teste t de Bonferroni).
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5.2. Efeito vasorrelaxante da fracao diclorometano (DCM), em anéis de
aorta sem e com endotélio.

Verificamos que a fragdo DCM nas concentragcées cumulativas de (3-
3000 pg/ml) foi capaz de promover um relaxamento maximo de 65,9+8,3%
30,0046,66% em anéis de aorta sem e com endotélio respectivamente,

previamente contraidas pela Phe (1 uM), em relacédo ao controle.
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FIGURA 6: Efeito vasorrelaxante do extrato em DCM (nas concentragdes de 3-
3000 pg/ml) de G. polymorpha em anéis de aorta isolada de rato sem endotélio,
pré contraidos com fenilefrina (1 uM). Resultados expressos como a média *
erro padrdao das médias de 7 ou 8 experimentos, * p<0,05; ** p<0,01 (ANOVA

seguida do teste t de Bonferroni).
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5.3. Efeito vasorrelaxante das fracoes de extrato da G. polymorpha.

O EBE, nas concentracdes cumulativas de (3-3000 ug/ml), foi capaz de
promover um relaxamento de: 18,3%17,4%, 5,2+2,4%, 30,6+0,7%, 45,4+1,0%,
46,9113,6%, 54+16%, 66,61£12,6% respectivamente. A fracdo DCM promoveu
um relaxamento de: 20,7+1,9%, 26,6+3,7%, 43,3+7,1%, 65,948,3%, nas
concentracées de (100-3000 pg/ml). A fracdo Eter de Pet promoveu um
relaxamento maximo de 7,3+4,9% na concentracdo de 3000 pg/ml. A fracédo
BuOH promoveu um relaxamento de 29,2+9,6% na concentracdo de 1000
pg/ml. Ja a fragdo AcOEt promoveu um relaxamento maximo de 47,1+15,6%,

na concentracao de 3000 pg/ml, todos em aorta sem endotélio. Figura 7

—— Controle

—o— Fracéo Eter de Pet.
—e— Fracao BuOH

—— Fracao AcOEt

—=— Fracdo DCM
—e— Extrato Etandlico

% de relaxamento

100-

1 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Figura 7: Efeito vasorrelaxante do extrato bruto etandlico e fragcdes obtidas a
partir da G. polymorpha (nas concentragdes de 100-3000 pug/ml) em anéis de
aorta isolada de rato sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (1uM).
Resultados expressos como a média = erro padrdao das médias de 6
experimentos, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA seguido do teste t de

Bonferroni).
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5.4. Tabela 1: % DE RELAXAMENTO DE EXTRATO E FRAQ@ES DE
EXTRATO EXPRESSOS COM A MEDIA + ERRO PADRAO DE MEDIA.

100 300 500 1000 3000

EBE 30,6+0,7¢ 454+1,0"" 46,9+13,6"™ 54+16" 66,6+ 12,6

DCM 84+33 20,7+19* 26,6+3, 7% 433%7,1* 659+8,3"™
EP 1,34 £1,3 3,1+1,6 3,2+1,3 2,711 7,3+49
BuOH 73+27 8,7+3,4 148 +6 29,2+9,6 8,5+6,6

AcOet 15,3 +8,1 19 +8,5 253+11,6 29,8+11,9 47,1 +156"

Resultados expressos como a média + erro padrdo das médias de 6
experimentos, , *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA seguido do teste t de

Bonferroni).
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5.5 Efeito vasorrelaxante de extrato, fracao DCM e compostos isolados de
G. polymorpha em anéis de aorta sem endotélio.

Verificamos que o EBE promoveu um relaxamento maximo de
54+16% e a fracago DCM um relaxamento maximo de 43,3%7%, na
concentracdo de 1000 pg/ml. Os compostos isolados da fragdo DCM, nao

promoveram relaxamento. Todos em aorta de rato sem endotélio.
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Figura 8: Efeito vasorrelaxante do extrato bruto etandlico, fragdo DCM e
compostos isolados AB (Acetato de bauerenila) e DC (11-aH-13-diidrozaluzanin
C) obtidas de G. polymorpha em anéis de aorta isolada de rato sem endotélio,
pré contraidos com fenilefrina (1 uM). Resultados expressos como o
relaxamento maximo obtido com a concentragdo de 1000 pg/ml para EBE e
DCM, e 3x102 M para AB e DC. Onde **p<0,01 (ANOVA seguido do teste tde

Bonferroni).
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5.6 Envolvimento do calcio intracelular no efeito vasorrelaxante da fracao
DCM obtido de G. polymorpha em aorta isolada sem endotélio.

As concentracées de 10, 100, 1000 pg/ml reduziram a contracao
maxima obtida com a Phe em 29, 35 e 42% respectivamente, quando

incubados em solucao nutritiva livre de célcio.

100 -
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Figura 9: Efeito da fragdo DCM de Gochnatia polymorpha em anéis de aorta
isolada de rato contraidos pela fenilefrina (1 uM) antes e ap6s a incubacgéao da
fracdo em solucdo nutritiva sem célcio. Resultados expressos como a media +
erro padrao da média (n=6). A diferenca entre os grupos foi verificada pela
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde *p<0,05

e **p<0,01 comparado com o controle
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5.7. Envolvimento do calcio extracelular

As concentragbes de 10, 100, 1000 pg/ml reduziram a contracdo
induzida pela da ultima concentragéo de CaCl, (10 uM a 100 mM), em 92+2%,
93+2% e 94+2%, respectivamente, quando incubados em solugdo de krebs

despolarizante sem calcio (60 mM KCI sem caélcio, e 1 mM de EGTA).

120+
9 =0

S —- 10 pg/ml

'S, 60- = 100 ug/ml
(1]

£ —~— 1000 pg/ml
S

o

6 5 -4 3 2 - 0
CaCl, log [M]

Figura 10. Efeito da fragdo DCM de Gochnatia polymorpha em anéis de aorta
isolada de rato contraidos por concentragdes cumulativas de CaCl, (10 uM a
100 mM) antes e apdés a incubacdo do extrato em solugdo nutritiva
despolarizante sem célcio (60 mM). Resultados expressos como a média * erro
(n=6). A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste t de bonferroni, onde *p<0, 001.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram, pela primeira vez que,
extrato e fracdes obtidos de G. polymorpha apresentam atividade
vasorrelaxante e que o mecanismo de ag¢ao do extrato pode estar relacionado,
pelo menos em parte, a acdo sobre os canais de Calcio. Sendo o efeito
vasorrelaxante induzido pelo extrato dependente da concentracdo, mas
independente da integridade do endotélio do vascular. Além disso, o0s
constituintes quimicos presentes na fragdo DCM parecem ser os principais
responsaveis pela acdo vasorrelaxante induzida no musculo liso vascular de
ratos, entretanto os dois compostos isolados nos estudos fitoquimicos nao
foram capazes de apresentar efeito bioldégico no modelo testado neste trabalho.
Os resultados do presente estudo sao relevantes uma vez que a G.
polymorpha é uma espécie que compreende plantas amplamente utilizadas
pela populagdo no Brasil, embora relativamente poucos estudos cientificos
validem o uso popular desta planta.

A espécie G. polymorpha, conhecida popularmente como cambara,
cambara-do-mato ou cambara-da-folha-grande tem seu cha utilizado na
medicina popular para o tratamento da asma, bronquite crbnica, e demais
afeccdes do aparelho respiratorio (MORS et al.,2000).

Estudos anteriores realizados por Moreira e colaboradores, (2000)
demonstraram que os extratos e compostos isolados da G. polymorpha
apresentaram fraca atividade antiedematogénica no edema de pata induzido
pela carragenina em ratos. Entretanto de Souza et al. 2009 corrobora e
estende os conhecimentos a cerca do estudo do potencial antiinflamatério de
extrato e fracao butandlica de G. polymorpha ao mostrar marcante atividade
antiinflamatéria, inibindo a migracao de leucécitos e exsudacao protéica em
modelos de inflamagao induzida por carragenina na pleura e na pata.

Em relacao a utilizacdo da G. polymorpha para o tratamento de doencas
cardiovasculares, verifica-se que ndo existem relatos ainda na literatura. Desta
forma, nosso trabalho demonstra que o extrato etandlico de G. polymorpha
(EBE) possui um efeito vasorrelaxante em aorta isolada de ratos na presenca
ou na auséncia de endotélio. Este protocolo com a aorta isolada é importante,
pois permite avaliar a participagdo ou ndo do endotélio nos efeitos observados.
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A contragdo da musculatura lisa esta sob influéncia direta de uma diversidade
de fatores enddégenos como neurotransmissores (noradrenalina), peptideos de
sintese plasmatica ou endotelial (angiotensina, endotelina), substancias
endoteliais nao-peptidicas (NO,PGl,). Assim, nossas observacbes em aorta
isolada indicam que o EBE de G. polymorpha apresentou importante efeito
vasorrelaxante independente da presenca do endotélio vascular.

Além da avaliacdo da atividade vasorrelaxante do EBE (figura 5), se
tornou interessante avaliar também as fragbes obtidas a partir deste extrato
gue apresentou significativa atividade vasorrelaxante (figura 7, tabela 1). Assim
como a fragdo DCM foi a que apresentou um maior relaxamento entre as
fracdes, sendo de 65,9 + 8,3 na concentracdo de 3000 pg/ml a maior atividade
vasorrelaxante observada isto nos sugeriu que os compostos responsaveis por
esta atividade estariam nesta fragao.

Apbs a confirmacdo do efeito do extrato e fracdo, e da faixa de
concentragbes em que atuaram foi investigado o0 mecanismo de acao
intracelular responsavel pelo efeito vasorrelaxante. Como o extrato e a fracao
foram capazes de promover relaxamento em anéis de aorta sem endotélio
funcional, isto nos sugeriu uma possivel acdo sobre o calcio dos estoques
intracelulares, assim como o influxo do célcio extracelular através de canais de
calcio de membrana (Hiraoka et al, 1968; Deth e Lynch, 1981; Nielsen e
Arrigoni-Martelli, 1981; Saida e van Breemen, 1983; Yashiro e Duling, 2003).

A fragdo DCM do extrato, foi capaz de reduzir os efeitos contrateis do
CaCl, em musculatura vascular de ratos e diminui a contragdo promovida pela
fenilefrina em anéis de aorta mantidos em solucdo nutritiva desprovida de
célcio. Figuras 9 e 10.

Esses resultados nos sugerem que a fragdo DCM do extrato esta de
alguma maneira impedindo a mobilizacdo do calcio intracelular, assim como a
utilizagcdo do célcio extracelular através da membrana ndao permitindo a sua
atuacao na magquinaria contratii (WEBB, 2003), este pode ser um dos
mecanismos de atuacdo de vasorrelaxamento do extrato e fracdo de extrato da
G. polymorpha, uma vez que o calcio é importante na contragdo da
musculatura lisa vascular. Para ativar o mecanismo contratil € necessario um

aumento global dos niveis de calcio citoplasmatico.



37

Neste contexto, o resultado obtido neste estudo nos fornece base
farmacolédgica que demonstram os efeitos vasorrelaxante de extratos e fragoes

obtidos de G. polymorpha.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que:

O extrato etandlico da G. polymorpha induz relaxamento vascular;

O relaxamento vascular promovido pelo EBE é independente do endotélio

vascular;

e A G. polymorpha possui componentes quimicos capazes de promover
relaxamento vascular que provavelmente estdo presentes na fragdo DCM-
DCM;

e O mecanismo de vasorrelaxamento do extrato pode estar relacionado, pelo

menos em parte, a acao sobre o Calcio.
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