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RESUMO

O género Salvia € um dos maiores géneros da famiilia Lamiaceae, sendo
cultivada desde os tempos antigos. Do latim salvere (salvar), a salvia guarda sua
reputacdo de “erva da longevidade®. Desta planta comumente faz-se uso das folhas,
que sdo utilizadas em forma de infusdo. Empregada popularmente, sem
comprovagao cientifica, para ansiedade, imitabilidade, dispepsia, problemas
hepaticos e digestivos, menopausa, como redutora de lactacéo, tdnico, em casos de
sudorese e como antiglicemiante. Como algumas das agoes do extrato de S.
officinalis descritas na literatura apresentam interagdes com o sistema colinérgico,
exploramos neste estudo as agdes do extrato hidroalcodlico da sélvia em musculos
lisos vascular e nao vascular. Foram utilizados musculo liso vascular isolado (aorta)
e musculo liso ndo vascular isolado (traquéia e jejuno) de ratos (Rafus norvegicus
variedade Wistar) machos, adultos e pesando entre 200 a 250g. Os ratos foram
mortos por deslocamento cervical ou concussao cerebral, e tiveram seus 6rgaos de
interesse retirados, limpos e seccionados em porgdes. Posteriormente estes foram
acondicionadas em cubas contendo liquido nutritivo apropriado, a 37° C, aerado com
carbogénio. Os registros foram obtidos por meio de transdutores acoplados a um
sistema computadorizado ou em quimoégrafos. Em anéis de aorta providos de
endotélio vascular e previamente contraidos com fenilefrina 1 pM, ¢ EHS néoc
promoveu relaxamento significativo. O mesmo ocorreu para anéis de traquéia
previamente contraidos com acetilcolina 10 yM. Em jejuno, o EHS apresentou um
aumento da resposta maxima em torno de 12,2% quando exposta em concentracéao
de 10 pg/ml. Nas demais concentracdes, houve uma reducdo na resposta maxima
sem deslocamento da curva concentragao-efeito, quando comparada ao controle. As
reducdes mais significativas foram observadas nas concentragdes de 60 e 100 ug/ml
(respectivamente 23% e 66,9%). Houve total reversdo 90 minutos apds a exposicao
ac EHS. O conjunto dos resultados obtidos indica a existéncia de efeito
antiespasmodico induzido pelo extrato hidroalcodlico da Salvia officinalis (EHS) em
musculatura lisa de jejuno de rato. Este mecanismo ainda nao estar elucidado, mas
constitui uma perspectiva de continuidade deste estudo, o qual sera direcionado
inicialmente para a investigagcdo da acdo do EHS sobre os canais de caicio da
musculatura lisa do jejuno.



1. INTRODUGAO

Desde o comego da civilizaggdo humana, o homem utiliza plantas com o
objetivo de tratar de seus males, segundo relatam os testemunhos histéricos
pertencentes a diferentes religides, culturas e civilizagdes. O ser humano comegou a
utilizar ervas para aliviar enfermidades imitando o comportamento dos animais, e as
tentativas de descobrimento de substancias ativas a partir das plantas ocorrem hé
séculos. Ha evidéncias de que o homem de Neandertal, que viveu ha mais ou
menos 60.000 anos, ja fazia uso de plantas medicinais (LAWRENCE, 1992). Este
conhecimento passou a ser entdo parte da cultura dos povos; inicialmente com o0s
curandeiros, que atuavam como médicos da populagéo, depois com o conhecimento
passado de geragcaéo a geragdo, mesmo 2p0s a descoberta dos medicamentos de
sintese (LAWRENCE, 1992; OLIVEIRA et al., 1991).

Com a evolugao da quimica, a partir do século XIX, modificou-se a forma de
uso das plantas, tanto em uso direto quanto de seus produtos. Passou-se a utilizar
suas moléculas ativas, chegando a reproducao artificial de compostos isolados.
Conseglentemente, as plantas perderam muito espago na pesquisa terapéutica. A
descrenga que ocasiona a redugéé do uso de produtos “in natura” na maioria das
vezes €& conseqiéncia da ndao compreensao de seus efeitos, do controle da
producdo (plantio, coleta, etc.) e das concentragbes adequadas dos principios
ativos. A industria farmacéutica reconheceu que algumas plantas medicinais eram as
melhores fontes de componentes para outros medicamentos, ou podiam até
substituir alguns alopaticos com igual eficacia e sem efeitos colaterais (ROBBERS et

al,1997). Diante da demanda crescente por produtos naturais ou medicamentos de



origem vegetal pela populagdo, além do consequente interesse das industrias do
setor farmacéutico, a pesquisa de plantas medicinais passou a ser essencial e
urgente e muitas plantas tém side pesquisadas. Encontramos na fiora brasileira um
material riquissimo de espécies, tendo mais de 55.000 espécies registradas, ¢ que
corresponde a cerca de 15 a 20% da diversidade biolégica do planeta, e posiciona o
Brasil como a nag¢ao com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contendo
plantas que desempenham as mais variadas atividades, sendo algumas ja
comprovadas (CALIXTO, 2003). As plantas medicinais sdo utilizadas em todos cs
paises, podendo servir dé matéria prima, para produgado industrial de derivados
quimicos puros, ou tendo grande aplicagdo no arsenal terapéutico, sendo
empregados para o preparo de diversas formas farmacéuticas (BRUNETON, 1991).
A fitoterapia pode ser entendida como o uso de material vegetal na cura de
doencas. Para a elaboragdo de um fitoterapico, s@o necessarios varios estudos, tais
como: caracterizagao dos compostos quimicos, determinacdo da toxicidade, da
poténcia, da eficacia e a concentracdo do principio ativo. Todas as drogas de origem
vegetal sao inscritas na Farmacopéia Brasileira para receberem o reconhecimento
de droga oficial, com isso permitindo seu uso como remeédio (SANTOS, 1826). Todas
as plantas registfédas neste compéndio passam por pesquisas em relacac as suas
propriedades terapéuticas. As técnicas de testes quimicos, toxicolégicos e
farmacoldgicos nos informam a composicao e o mecanismo de agdo das plantas a
serem utilizadas, proporcionando seguranga em seu uso. Entretanto sabe-se que o
uso das plantas medicinais antecede em muito a pesquisa cientifica, sendo por isso
longo o caminho para a sua validagdo, se considerarmos a falta de padroes de
gualidade, seguranga e eficacia, que tem seu inicio no processo agrondmico até o

produto final (BRIUNETON, 1891).
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A maioria dos testes efetuados até a década de 70 ndo obedeciam as
normas éticas que foram estabelecidas a partir desta época. A descricao das agdes
consistia quase que exclusivamente em observacoes individuais, que no Maximo
poderiam servir como base de pesquisa e nao como resultado conclusivo (RANG et
al., 2004).

No Departamento de Farmacologia, o grupo de pesquisa em Farmacologia e
Toxicologia Pré-Clinica de Produtos Naturais proéura contribuir para a validagao de
p!antas medicinais através da determinagéo de seus efeitos, eficacia e toxicidade.

Com o objetivo de iniciar os estudos dos extratos e principios ativos de
diferentes plantas do estado do Parand, e baseados nos dados da literatura sobre
acao espasmolitica e antihipertensiva de extratos de S. officinalis (TODOROV et al.,
1984), testamos o extrato hidroaicoélico da mesma espécie em musculo liso

vascular e n&o vascular de ratos.
1.1. Salvia officinalis, Linneu 1753

O género Salvia € um dos maiores géneros da familia Lamiaceae, com mais
de 900 espécies amplamente distribuidos pelo globo terrestre. Sendo um génerc
temperado e subtropical, € na maior parte encontrada em regides de montanha
(COLE, 1992). A S. officinalis foi descrita por Linneu em 1753. No Brasil S. officinalis
foi aclimatada e é cultivada na regio sul do Pais (ANDREAZZA, 2000).

Sa)via officinalis & cultivada desde os tempos antigos, sendo sagrada para
gregos e romanos. Do latim salvere (salvar), a salvia guarda sua reputacdo de “erva
da longevidade”. Muito valorizada pelos chineses, eles trocavam, com comerciantes

holandeses e ingleses, trés bats de cha por um de saivia. Os egipcios utilizavam



esta erva para promover e aumentar a fertilidade, € o povo romano ingeria como
estimulante. Arabes associavam a erva a imortalidade e longevidade, e era costume,
antes de criarem outros meios de higiene bucal, esfregar nos dentes folhas frescas
de salvia, e usarem uma decocgdo em enxagies para evitar sangramentos das
gengivas e caries. Hipdcrates descreveu suas propriedades para cura de feridas e
chagas através de cataplasmas. Foi introduzida na América do Norte no Século XVII
(ALONSO, 2004).

Esta planta apresenta muitos nomes populares,_ dentre eles: salvia real,
salva, cha da Grécia, erva sagrada, cha-da-Franca, sabia, sal-das-boticas, salva-
comum, salva-das-boticas, salva-de-remédio, salva-dos-jardins, salva-ordinaria,
salvia-comum (ALONSO, 2004; LORENZI & MATOS, 2002). Muito usada em
aromaterapia, onde apresenta uma infinidade de indicagdes, sendo as mais
relevantes: antifingica, antimicrobiana, anti-infecciosa, antioxidante, anti-séptica,
antiinflamatéria, antiespasmadica, bactericida, emenagoga, expectorante, febrifuga,
laxativa, estimulante, colagoga, colerético, cicatrizante, depurativa e digestiva (EAA,
2006). Reforcamos a informacdo que estes usos nao apresentam ainda

comprovagao cientifica, sendo utilizadas por sua indicagao popuilar.

1.1.1. Classificagao botanica

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Superdivisao: Spermatophyta
Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida



Sub-classe: Asteridae
Ordem: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Salvia L.

Espécie: Salvia officinalis L. (NRCS, 2006).
1.1.2. Descrigdo botanica

A S. officinalis € um subarbusto perene, que pode aicangar entre 30 e 70 cm.
Sua raiz é fusiforme e fibrosa, o talo é ereto, lenhoso e quadrangular na base, com
numerosas ramiﬂcagbes (Figura 1). Suas folhas sdo opostas, inteiras, glandulares ou
rugosas, finamente dentadas, sendo as inferiores pecioladas e as superiores
sésseis, com leve tom esbranquigado atrés e verdes na frente, recobertas por fina
penugem (Figura 2). As flores sao azul-violaceas, agrupadas em espigas terminais,
em nimero de 7 a 10, com intenso aroma e abundante néctar (Figura 3). As
caracteristicas das flores variam conforme a variedade da Salvia. O fruto €
tetraquénio (ALONSO, 2004; INFOAGRO, 2006).

A Salvia officinalis (tipica) alcanga uma altura de 40 a 60 centimetros,
apresenta folhas ovaladas e flores violetas, sendo a mais cultivada (Figura 4). A
Salvia officinalis variedade aiba apresenta folhas maiores e flores brancas. A Salvia
officinalis variedade crispa tem folhas espessas, muito largas e onduladas. As flores
sdao de cor azul lavanda. Existem ainda outras variedades como a salvia de

Moncayo, dos prados, sélvia-fina, salvia-menor, romana, etc. (iNFOAGRO, 2006}.



Salvia officinalis L.
Image processed by Thomas Schoepke

‘www.plant-pictures. de
Fig. 1: Desenho descritivo de S. Fig. 2: Folhas em detalhe de S. officinalis.
officinalis. Fonte: Fonte:
http://www.toildepices.com/index.php?url=/fr/  http://www.hort.cornell.edu/4hplants/Vegetables
plantes/angio_dic/lamiacee/salvia/_sp.php. /Images/Sage-22.jpg. Acesso em julho/2006

Acesso em junho/2006

Fig. 3: Inflorescéncia em detalhe

de S. officinalis. Fonte: Fig. 4: Aspecto geral de S. officinalis.
http://www. hoku-iryo- http://www .biokultura.org/kiadvanyok/biokultura_folyoiratok/20
u.ac.jp/~yakusou/hyouhonen/sarubia.htm 05/2005_1.htm. Acesso em junho/2006
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A Salvia officinalis é originaria do sul europeu na zona dos Balcas, sendo
amplamente cultivada na jardinagem. A S. officinalis pode crescer em solos secos,
argilosos até os 750 metros de altitude (ALONSO, 2004). Toda a planta exala um
agradavel odor caracteristico. Pela sua aparéncia vistosa e decorativa, a salvia

¢

também é utilizada como ornamental.

1.1.3. Parte utilizada

A férmula comercializada mundialmente é constituida pelas folhas, porém
algumas farmacopéias consideram também as inflorescéncias. As folhas séo
coletadas um pouco antes da floragéo, por apresentar uma maior concentracado de
oleo essencial. A droga apresenta odor aromatico e bals&mico, porém o sabor &
amargo e um pouco adstringente. O rendimento por destilagdo por vapor de agua

esta em torno de 1,6% (ALONSQO, 2004).

1.1.4. Uso popular

A Salvia é empregada popularmente, sern comprovagdo cientifica, para
ansiedade, irritabilidade, dispepsia, problemas hepéticos e digestivos, menopausa,
como redutora de lactagéo, como tdnico, em casos de sudorese em excesso nas
extremidades e antiglicemiante (ALONSO, 2004; OLIVEIRA & AKISSUE, 2000).
Geralmente é utilizada em forma de infusdo, com excegdo no caso de transpiracdes
das extremidades, onde é preferive! a tintura. A S. officinalis € a mais estudada
dentro do género, e por suas propriedades antimicrobianas, & muito utilizada

também na higiene bucal, em banhos vaginais (casos de leucorréia), e aplicagbes
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em feridas infecta
AKISSUE, 2000). i
destilado, em des
disso, a salvia tamt

AKISSUE, 2000).

1.1.5. Composicao

A planta e

das e aftas (ALONSO, 2004; MAROCHI, 1997; OLIVEIRA &
Ja industria cosmética utiliza-se na forma de extrato alcodlico ou
odorantes, ténicos e antiperspirantes (MAROCHI, 1997). Além

ém é muito utilizada na culinaria como condimento (OLIVEIRA &

quimica

rica em flavondides e também contém numerosos triterpenos

derivados do ursano, onde o acido ursélico estd em maior quantidade, e do

oleanano, assim co

essencial (1-2,8%)

mo diterpenos e 4cidos fendlicos (SIMOES et al., 2001). Seu éleo

contém: o e B- tujonas: (cetonas monoterpénicas biciclicas,

sendo o na maioria dos casos predominante) (35-60%); o - terpineol; linalol livre e

esterificado; 6xido

limoneno; ocimenc

de cariofileno; cineol; d- terpinol; a - pineno; mirceno; canfeno;

0; alo-ocimeno; p-canfeno;, aromadendreno;, B - cariofileno;

humuleno; o - maalieno; o - corocaleno; B- copaeno; isovalerianto de metila;

alcanfor; viridiflor; t
(ALONSO, 2004; ¢
fendlicos entre os
manool, etc. Seus|

hispidulina, 5-met

imol; acetato de bornilo; acetato de sabinol e acetato de linalol
SIMOES et al., 2001). Seus principios amargos' sdo diterpenos
quais se destacam o carnosol, o &cido carnosilico, rosmanol,

flavondides (1- 3%) sé&o luteolina e glucoronideos associados,

oxi-salvigenina, genkwanina, 6-metoxigenkwanina, apigenina,

vicenina, etc. Apresenta outros compostos, como: acidos fendlicos (caféico,

clorogénico, elagicc

condensados, asp

oleanico e nitrico e

, ferdlico, galico, labiatico e rosmarinico), taninos hidrolisaveis e

aragina (raiz), oleorresina, acidos fosférico, oxalico, ursoélico,

m forma de sais. As sementes contem proteinas e acidos graxos
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compostos por aproximadamente 14% de acido oléico, 29% de acido linoleico, 34%
de acido linolénico e 12% de acidos saturados. O &cido rosmarinico € um éster de
acido cafeico e do 4-4-dihidroxifenilactico,e provém da rota de biossintese originada
na L-fenilalanina e L-tirosina (ALONSO, 2004). Os polissacarideos que a S.
officinalis possui em maior concentracdo sa&o arabinose, galactose, 3-0-
metilgalactose, glucose, manose, xrilose, fucose, ramnose, e acidos uricos (GILLI et
al., 1994), aos quais foi atribuida uma atividade imunomoduladora in vitro (CAPEK et
al., 2003; CAPEK & HRIBALOVA, 2004).

A tujona (C4oH160) desempenha um papel no controle de qualidade do 6leo
essencial: uma alta concentragdo de tujona determina uma 6tima qualidade de dleo
(GUENTHER, 1974). A tujona possui atividades antihelminticas, psicoativas,
possivel efeito abortivo, antidoto de épio e outras agdes depressoras do SNC,
estimulante do coragdo e promove aumento na taxa de formagao de DNA e RNA. O

termo salviol € usado para a tujona extraida da S. officinalis (PULEQ, 1978).
1.1.6. Agdes farmacoldgicas

Os extratos da Salvia officinalis obtidos por diferentes solventes, o dleo
essencial bem como os constituintes isolados a partir destes sdo responsaveis por
muitas agdes farmacolégicas em diferentes sistemas fisiolégicos.

O dleo essencial da Salvia (em especial os compostos acetato de bornila e o
a-pineno) demonstrou atividade antiespasmaodica in vivo. A sua administracdo
intravenosa em cobaias resultou em uma inibigdo na contracdo do esfincter de Oddi
(GIACHETTI et al., 1988). Sao descritas outras atividades do 6leo essencial, como

atividade antibactericida sobre microorganismos isolados de infecgdes do trato
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urinario (PEREIRA et al., 2004), atividade colerética in vivo (ALONSO, 2004) e ainda
atividade toxica em culturas de hepatécitos, quando em doses maiores que 200
ni/mg (LIMA et al., 2004), dentre outras.

O extrato aquoso da salvia apresentou um efeito hepatoprotetor em ratos
submetidos & azathioprina (AMIN & HAMZA, 2005). No extrato metandlico de Salvia
officinalis foram encontrados 4 diterpenos, o acido carndsico, o carnosol, o acido
royleandnico , e o 7- metoxirosmanol , e um friterpeno, o acido oleandlico. O acido
carndsico e o carnosol apresentaram efeito inibidor da atividade da lipase
pancreética, enzima com importante papel na digestdo de lipideos, sendo que o
carnosol a inibiu em uma dose menor. A este constituinte também foi atribuida a
propriedade aperitiva-eupéptica (LAMAISON et al, 1991). Além disso, o acido
carnésico também inibiu a elevagéo de triglicerideos (NINOMIYA et al., 2004).

O Efeito hipoglicemiante de S. officinalis foi observado em experimentos com
o0 extrato hidroalcodlico, no qual a hiperglicemia em ratos diabéticos foi
significativamente reduzida (ALARCON-AGUIAR et al, 2002). Um resultado
semelhante também foi obtido com o tratamento de ratos diabéticos 3 horas apés a
administracdo do extrato metandlico desta planta (mas ndo com o seu dleo
essencial), observou-se ainda que n&o houve interferéncia na liberagdo da insulina
pelo pancreas em ratos saudaveis. (EIDI ef al., 2005)

A atividade antimicrobiana dos taninos da S. officinalis parece ter
beneficiado a diminui¢do do crescimento de placas dentarias, inibigéo da in‘ﬂamagao
na gengiva e os efeitos positivos na prevencao de céries (WILLERSHAUSEN et al.,
1991). HUBBERT e colaboradores (2006) demonstraram que o extrato fluido desta
planta pode ser um eficaz auxiliar no tratamento de faringité aguda, tendo sua

sintomatica diminuida apés 24 horas da primeira administragéo. Estes resultados
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foram estatisticamente significantes em relagdo ac do placebo. A Salvia officinalis &
incluida como um ingrediente ativo em preparagdes que utilizam varias plantas para
o tratamento de bronquite crénica e aguda, devido a atividade anti-viral dos extratos
aquoso e etandlico (MANOLOVA et al., 1995). A atividade anti-viral dos compostos
dimeros do acido caféico, obtidos da S. officinalis, foi pesquisada sobre a atividade
da enzima HIV-integrase (enzima que une o DNA complementar do virus ao DNA
cromossdmico da célula hospedeira) e apresentou potente efeito inibitdério em
concentragdes micromolares (BAILY et al., 2005), e ainda apresentou atividade na
forma de creme, principaimente ao ser combinada ao ruibarbo, contra virus do
herpes labial, em efeito comparavel ao creme de Aciclovir (SALLER et al., 2003).

O extrato cloroférmico das folhas de Salvia officinalis mostrou forte atividade
anti-inflamatéria té“pica atribuida & presenca do 4acido ursdlico e esta atividade &
influenciada pelo lugar de cultivo da planta (BARICEVIC et al., 2001).

Uma importante propriedade antioxidante é atribuida a S. officinalis. A
infuséo da planta promoveu aumento do potencial antioxidante do figado de ratos,
sugerindo a existéncia de compostos bioativos no cha (PEREIRA-WILSON et al,,
2005). Esta propriedade pode estar relacionada com a presenca de componentes
fendlicos, derivados do carnosol e flavondides, sendo eles: &cido carndsico,
carnosol, acido rosmarinico, acido caféico, genkwanina, rosmanol, rosmadial e
cirsimaritina (CUVELIER et al., 1996). Os derivados do acido rosmarinico (&cido
salviandlico K e |, sagecoumarina e acido sagerinico) demonstraram maior potencial
antioxidante que os flavonoides (LU et al., 2001A, 2001B). O &cido carndsico e 0
carnosol apresentam extrema instabilidade, dependendo de fatores como a
temperatura, a luz, oxigénio e o solvénte utilizado na extragéo (SCHWARZ et al.,

1992). Estés compostos demonstraram alta atividade como sequestrador de radical
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peroxit e hidroxil e o &cido carndsico também apresentou atividade como
sequestrador de perdxido de hidrogénio (TEPE ei al., 2006). O acido carndsico é
facilmente convertido enzimaticamente em acido 1,2-o-metilcarndsico, onde o grupo
metil elimina a atividade antioxidante da molécula, ou também pode levar a formagao
de carnosol, este com atividade antioxidante (LUIS, 1991, ARUOMA et al., 1992). A
atividade sequestrante de espécies reativas de oxigénio pelo acido carndsico leva a
formagdo de diterpenos altamente oxidados, como o rosmanol e o isorosmanol
(LUIS 1991, GONZALEZ et al, 1992). O a&cido salviandlico, extraido com
agua/acetona 70%, demonstrou ter um altc poder como sequestrador de radicais
superoxidos e DPPH (radical 1,1-difenil-2-picrithidrazila), superiores ao acido caféico
e rosmarinico (SCHWARZ et al., 1992).

Um efeito antimutagénico foi atribuido as fragbes terpénicas da S. officinalis
testadas em mamiferos, sugerindo uma possivel utilidade no tratamento do cancer
(VUJOSEVlC & BLAGOJEVIC, 2004). Quinonas diterpénicas isoladas das raizes
desta planta demonstraram atividade citotéxica e danosa na replicagdo de DNA em
células cancerigenas de célon e hepatdcitos in vitro (SLAMENOVA et al., 2004).

Em testes que avaliaram a atividade antifertilidade pos coital, trés extratos
da S. officinalis obtidos com éter de petréleo, benzeno e agua foram testados mas
nao demonstraram efeitos significantes (KHOLKUTE et al., 1976).

Alguns componentes da Salvia officinalis parecem apresentar interferéncias
na agao de anticonvulsivantes (ALONSO, 2004). Podem também potencializar os
efeitos sedativos : de benzodiazepinicos, por afinidade com seus receptores
(KAVVADIAS et al, 2003). O extrato desta planta ainda proporcionou melhora
significante de pacientes com doenga de Alzheimer moderada, e parece reduzir a

agitacao nos portadores (AKHONDZADEH ef af, 2003).
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Estudos realizados com o extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis
demonstraram uma moderada, porém proiongada, diminui¢do na pressdo sanguinea
de gatos e ainda apresentou uma atividade inibitéria de 60 a 80% sobre o ileo
isolado de cobaias contraidos por histamina, acetilcolina, serotonina e cloreto de
bario (TODOROV et al, 1984). Inspirados por este estudo, investigamos a
ocorréncia de efeito inibitério do extrato hidroalcoolico da Salvia officinalis sobre a

musculatura lisa vascular e ndo vascular.

1.2. MECANISMOS DE CONTRAGAO E RELAXAMENTO DOS MUSCULOS LISOS

A contragdo de musculos, tanto para o musculo esquelético, quanto para o
cardiaco ou o liso, possuem sua base molecular fundamental muito semelhante, isto
é, com a interacao entre filamentos de actina € miosina, iniciada por um aumento da
concentracdo de calcio intracelular e impulsionada pela energia vinda do ATP.
Contudo, cada musculo apresenta caracteristicas préprias neste mecanismo,
responsaveis por sua diferente resposta a farmacos e outros mediadores quimicos
(RANG et al, 2004). Nos musculos esquelético e cardiaco, a contracdo €
desencadeada pela fixaco do calcio a troponina C (GANONG, 1998). Em células de
musculo liso, o célcio é o fundamental segundo mensageiro (Figura 5). O aumento
das concentracdes citoplasmaticas de calcio, sua ligagdo & calmodulina, e a ativagdo
da quinase de cadeia leve da miosina s&o 0s primeiros estimulos para a contragao.
Para ativar o mecanismo contratil, € necessario um aumento global dos niveis de
calcio citoplasmatico (SANDERS, 2001). O Ca*" entra no compartimento
citoplasmatico, através da abertura de canais, durante periodos de despolarizagéo

da membrana, estimulagdo por agonistas ou distor¢do mecénica. A liberacdo de
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estoques intracelulares ¢ uma segunda maneira de aumentar as concentragbes de
Ca? dentro da célula,‘Apés um evento excitatério, o relaxamento e a homeostase do
célcio sao obtidos por sua recaptagdo para os estoques intracelulares e através da
sua eliminagao por abertura de canais para o espago extracelular. Esta cadeia de
eventos é realizada por pelo menos uma duzia de transportadores de Ca* e canais
ibnicos especializados (SANDERS, 2001). O relaxamento do musculo liso ocorre
quando ha uma dissociagdo final do complexo calcio-calmodulina, ou quando outro
mecanismo atua (GANONG, 1998), como a desfosforilacdo da cadeia leve
regulatéria, promovida por uma fosfatase de cadeia leve da miosina (ANDERSSON
& ARNER, 2004).

As propriedades do musculo liso variam de forma consideravel em diferentes
6rgaos, e na maioria dos casos, 0 potencial de agdo € gerado por canais de caicio
de tipo L, voltagem dependentes, sendo uma importante via de entr‘ada de Ca*. O
influxo de célcio também pode ocorrer através de canais regulados por ligantes,
quando estes respondem a transmissores. As células musculares lisas também
armazenam calcio no reticulo sarcoendoplasmatico, de onde pode ser liberado
atraveés da ativagao de receptores para mediadores especificos com o receptor para
triosfato de inositol (IP3), um segundo mensageiro prod{.:zido pela ativacao de muitos
receptores acoplados a proteina G. Conseqglentemente, pode haver liberagdo de
calcio e contragdo do musculo liso sem a necessidade de eventos elétricos e entrada
de Ca’?* pela membrana, apenas pela ativagéo dos receptores acoplados a proteina

G (ANDERSSON & ARNER, 2004; RANG ef al., 2004).
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Despolarizagao

Extracellular Ca 2+
GPLR
b 424

Fig. 5: Via de sinalizag&o envolvida na contragdo muscular. Fonte: Google Imagens, acesso em
abril/2006.

1.2.1. Efeitos da acetilcolina sobre o ténus da musculatura lisa

A acetilcolina foi um dos primeiros neurotransmissores a ser descoberto,
(originalmente foi chamada de "vagusschtuff' por ser liberada por estimulagdo do

nervo vago ao alterar as contragdes da musculatura cardiaca).

HC, fHs Q HsC\N;CHs
N —_—
HO/A\/ \CHS + AcetylCoA H,C e \'CHS
Colina Acetilcolina

Fig. 6: Producéo de acetilcolina. Fonte:
http://www.neurosci.pharm.utoledo.edu/MBC3320/acetylcholine.htm.
Acesso em junho/2006.

A acetilcolina é produzida por agdo da enzima colina acetiltranferase, a qual

utiliza como substratos a acetilcoenzima A e a colina (Figura 6). Ap6s liberagéo, a
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aceﬁlcolina torna-se inativa apos ser rﬁetabolizada em colina e acetato pela enzima
acetilcolinesterase e outras esterases (ex. butirilcolinesterase).

As agdes da acetilcolina sdo resultado da ativagdo dos receptores nicotinicos
ou dos receptores muscarinicos. Os receptores muscarinicos sensiveis a acetilcolina
sdo subdividos em 5 subtipos (M4 ~ Ms) (BARNES, 1989).5Tanto M, como M; estao
presentes no musculo liso e M, corresponde a aproximadamente 80% da populagéo
total de receptores. A ativagao de receptores muscarinicos My, M3 e Ms estimulam a
transformacgéo do fosfatidilinositol em diacilglicerol (DAG) e triosfato de inositol (1P3),
enguanto que a ativacdo dos receptores M, e My diminuem a sintese de AMPFc
(BIRNBAUMER, 1990). Assim, os receptores My € M3 estdo vinculados com a
ativagdo de proteina Gg11 (sintese de IP;) e o My e My estdo vinculados com a
ativagao da Gy (inibigao da sintese de AMPc, ativagéo direta de canais de potéssio
e outras acgbes) (BONNER et al, 1987; BUCKLEY 1990; DORJE ef al, 1990;
HULME et al, 1990). Dentre varios efeitos, os receptores muscarinicos séo
responsaveis por deflagrar mecanismos de contragdo ou relaxamento da
musculatura lisa. Para promover a contragéo; a acetilcolina se liga aos receptores
muscarinicos, induzindo a formagao de diacilglicerol (DAG) e IP; (trifosfato de
inositol), que atua sobre receptores especiﬁcos no reticulo sarcoendoplasmatico,
levando a liberagao de Ca**. O aumento na concentragéo intracelular de calcio tem
efeito em cadeia sobre outros canais modulados ou ativados por célicio, como, por
exemplo, canais de potassio, cloreto e, algumas vezes, canais de cations. Estes
eventos podem ocasionar despolarizbagéo de membrana, que permite a entrada de
uma quantidade maior de calcio, atrévé_s da abertura de canais de calcio voltagem
dependentes (VOCs). Além disso, o calcio pode atuar sobre receptores de IP; e da

rianodina (RyRS) presentes no reticulo sarcoendoplasmatico, induzindo uma maior
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liberagdo de calcio, produzindo um evento conhecido como ‘liberagdo de calcio
induzida por calcio” (CIRC) (ISHIl et al., 1986, CARDFOLI, 1987, CARSTEN &
MILLER, 1987; VAN BREEMEN, 198€9; lINO, 1989; GAFFIN, 1999). A elevacéo da
concentracao intracelular de célcio resulta em maior ligagéo deste a calmodulina. O
caicio, ligado & calmodulina, ativa a miosina quinase de cadeia leve (MLCK), que
contribui para a fosforilagdo das miosinas (miosinas-P), induzindo a contragédo da
musculatura lisa (CARL et al., 1996). A fosforilagdo permite que a ATPase da
miosina possa ser ativada pela actina, possibilitando a interagao entre os filamentos
e a contragio muscular (BOLTON, 1979; ABDEL-LATIF, 1986; ISHII et al., 1986;
CARDFOLI, 1987; CARSTEN & MILLER, 1987; VAN BREEMEN, 1989; SWEENEY
et al., 1994). Portanto, alteragdes no influxo de calcio extracelular e/ou liberagdo
intracelular deste ion influenciam no processo de contragéo e no ténus do musculo
(VAN BREEMEN et al. 1987).

Segundo WRZOS et al. (2004), os mecanismos de regulagéo da contracéo
colinérgica do musculo liso intestinal s&o complexos e ainda ndo foram
completamente elucidados. Receptores muscarinicos especificos estdo presentes
em grandes quantidades no musculo liso do trato gastrointestinal (TGI). A
acetilcolina € um neurotransmissor bem conhecido do trato gastrointestinal, e a
ativagdo de receptores colinérgicos muscarinicos € importante no mecanismo de
contragéo do intestino e colon (TEZUKA et al., 2004). Apresenta éfeito oposto ao da
noradrenalina e os simpatomiméticos sobre o potencial de membrana e sobre a
atividade contratil do musculo liso do TGl (GANONG, 1998).

De forma semelhante, nas vias aéreas a acetilcolina liberada pelos nervos
parassimpaticos (ex: nervo vago) gera contracdo da musculatura lisa traqueal e dos

bronquios por agado sobre receptores M;. Parece nédo haver inervagéo simpatica do
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musculo liso bréonquico, portanto, os efeitos gerados ocorrem por acgdo das
catecolaminas circuléntes (ex. adrenalina), especialmente sobre os receptores 2
adrenérgicos (RANG et al, 2004). |

Os efeitos colinérgicos sobre 0 musculo liso vascular sdo opostos aos
observados para os ndo-vasculares, devido a sua agao sobre as células endoteliais
adjacentes, isto &, a acetilcolina causa vasodilatagdo de quase todos os leitos,
mediada principalmente pela presenca de receptores do subtipo Ms, localizados nas
células endoteliais dos vasos sanguineos. Quando estimulados, estes promovem a
liberagéo de oxido nitrico pelas células endoteliais, e este se difunde para as células
dos musculos lisos adjacentes. O éxido nitrico estimula a guanilato ciclase soluvel,
com o consequente aumento da prodU(}éo de monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) e ativagéo das proteinas quinases dependente do GMPc (PKG). O aumento
dos niveis intracelulares de GMPc reduz o influxo de Ca®* através da membrana
plasmética, bem como a liberagdo de Ca*" de seus depositos intracelulares,
aumentando o sequestro do fon. A PKG, e ainda 0 GMPc e 0 NO podem diretamente
ativar canais de potassio, induzindo hiperpolarizagdo, o que impede a entrada de
Ca*" para o citoplasma, levando & vasodilatacido (BATLOUNI, 2001;: GOODMAN et
al., 2003). Existe também um mecanismo indireto de vasodilatagéo pela acetilcolina,
através da inibicdo da liberagdo de noradrenalina pelas terminagdes adrenérgicas
(GOODMAN et al., 2003). Nos vasos, a noradrenalina e agonistas a1-adrenérgicos
(ex. fenilefrina) provocam vasoconstricdo por estimularem a fosfolipase C a produzir
DAG, IP; e consequente aumento da concentracéo intracelular de Ca*’, o mesmo
mecanismo intracelular ativado para a obtencdo de contragdo induzida pela

acetilcolina em outros tecidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

Identificar uma possivel agdo do extrato hidroalcodlico da Salvia officinalis

(EHS) sobre o tdnus da musculatura lisa vascular e ndo vascular de ratos.

2.2. ESPECIFICOS

e Definir as concentragées do EHS capazes de promover efeitos sobre a
musculatura lisa;

¢ Investigar a existéncia de efeito do EHS sobre a contratilidade induzida pela
acetilcolina em musculo liso de traquéia isolada de rato;

¢ lIdentificar a ocorréncia de efeito relaxante do EHS sobre as contragbes
induzidas por fenilefrina em aorta isolada de rato;

e Investigar se o EHS promove algum efeito sobre as contragdes cumulativas
induzidas pela acetilcolina em jejuno isolado de rato e caracterizar este
efeito;

e Havendo efeito, estabelecer o periodo necessario para a reversao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENGAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Salvia officinalis (EHS)

O extrato hidroalcodlico foi gentiimente cedido para este estudo pelo
professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os procedimentos dg preparo dos extratos
foram como segue: 2,0 kg de planta seca e moida foram percolédos com etanol/15%
agua. Dez litros do percolado foram concentrados em rotavapor na temperatura de
até 45 °C, rendendo 154,8 g de per@blado hidroalcoélico seco. Apds a percolagdo, o
mesrho materiél (planta) foi exff;ido por maceragédo durante oito dias com
etanol/15% égua. A maceragéo consiste em deixér a matriz (planta seca e moida)
em contato com o solvente extrator (“deixar de molho”) por um determinado periodo.
Apos a maceragéo, o solvente foi retirado e concentrado em rotavapor a temperatura

de até 45 °C rendendo 320 g de extrato hidroalcoélico seco.
3.2. DROGAS E REAGENTES

Para o cumprimento dos protocolos experimentais foram utilizadas as
seguintes drogas e reagentes: cldfeto de calcio (CaCly), cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de potassio (KCI), cloretode magnésio (MgCly), sulfato de magnésio
(MgSO.,), dihidrogenofosfato’ dé "gc;t;s*s.io»(KHzPO.;). dihidrogenofosfato de sédio
(NaH2PO,), bicarbonato de sédio (NaHCO;), D-Glucose, e D-Glucose, , fenilefrina e

acetilcolina (todos Merck; Alemanha); Todos os sais foram dissolvidos em &gua
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destilada e as diluigbes das drogas;(obtidas a partir das solugdes estoques) foram
preparadas com liquido nutritivo dé Tyrode (para jejuno) e Krebs-Henseleit (para
aorta e traquéia). O EHS foi dissolvido em solugao de dimetilsulfoxido (DMSO) 5%
(50 pl de bMSO + 950 pl de liquido nutritivo), obtendo 1 ml de solugéo final, de
forrha que, ao ser adicionado na cuba, a quantidade deste correspondia até 0,5%, a
qual néo interferiu significativamente na fesposta normal dos tecidos, de acordo com
os controles obtidos nos experimentos. As drogas foram aplicadas de modo que o

volume total de cada droga néo‘excedesse 0,1 ml no banho.
3.3. MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus variedade Wistar) machos, adultos
e pesando entre 200 a 250g, provenientes da colénia do biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos
em condigdes controladas de temperatura, umidade e iluminagao, tratados com agua

e racao balanceada padrao (Nuvital®, Curitba/PR) “ad libitum”.
3.4. PROCEDIMENTO PARA PREPARAGCAO DOS TECIDOS
3.4.1. Isolamento de traquéia de rato

Os ratos foram mortos por concusséo cerebral e imediatamente apés a
traquéia foi cuidadosamente retirada e colocada em um recipiente (placa de Petri),
contendo solugdo nutritiva aquecida previamente, no qual o tecido conectivo foi

extraido, e foi seccionada em anéis medindo aproximadamente 4 mm de
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comprimento. Estes anéis foram acondicionados, por meio de hastes, em cubas de
vidro (com volume maximo de 3 ml) contendo solugéo nutritiva de Krebs-Henseleit,
sob temperatura constante de 37°C e aerada com solugéo carbogénica, 95% O; e
5% CO,. Uma das extremidades da haste foi conectada a um transdutor de forga
acoplado a um sistema computadorizado, que permite o registro de contragdes
isomeétricas. Logo a seguir, os anéis de iraquéia foram submetidos a uma tenséo de
1 g durante 60 minutos, tempo reservado para estabilizar a preparagdo, antes do
inicio dos protocolos experimentais. O tempo de 60 minutos também foi respeitado
nos intervalos entre as curvas, sendo que neste periodo o liquido nutritivo foi
renovado a cada 15 minutos. O liquido nutritivo Krebs-Henseleit apresenta a
seguinte composicdo (concentragdes em mM): NaCl (133), KCI (5,0), CaCl; (2,5),
MgSO, (1,3) KHsz4 (1,2), NaHCO3; (20) e Glicose (10). Foi adicionado acido
acético (10%) ao liquido nutritivo para ajustar o pH em 7,4.

Os registros das respostas foram obtidos por meio de um sistema composto
por transdutores isométricos (modelos TRI 210 da Letica Scientific Instruments e F
1202 da CB Sciences, EUA), acoplados a um amplificador dé sinais (Modelo ML
130, MacLab ADI Instruments, EUA), conectados a um computador Macintosh
contendo um software especifico de integragéo (Chart v3.6.8, Powerl.ab/MacLab,

ADI Instruments, EUA).
3.4.2. Isolamento de aorta toracica de rato

Os ratos foram mortos por deslocamento cervical, e a aorta toracica foi
retirada. O tecido conectivo foi removido e a camada muscular seccionada em anéis

com 4 mm de comprimento. Estes anéis foram mantidos em cubas de vidro (3 ml),
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contendo solugdo nutritiva de Krebs—fienseleit, a 37°C, aerada com solucéo
carbogénica e sob 1 g de tensdo. A haste de suspensdo do anel de aorta foi
conectada a um transdutor de forga que permitiu o registro de contragOes
isométricas em programa de computador. Um periodo de 60 minutos de
estabilizacdo foi permitido para a estabilizacio e também nos intervalos entre as

curvas, sendo o liquido nutritivoe renovado a cada 15 minutos.
3.4.3. Isolamento de jejuno de rato

Para estudar os efeitos do EHS em musculatura lisa nao vascular, 0s
animais foram mortos por deslocamento cervical com barra metalica, sua cavidade
abdominal foi aberta e uma porgéo do intestino, correspondente ao jejuno, foi
retirada e imersa em liquido nutritivo de Tyrode (NaCl 136, 9; KCI 2,68; MgCl, 0,53;
NaHCO; 11,9; NaHZPO.; 0,33; CaCl, 1,8; Glicose 5,6; mM), aquecido a 37° C e
constantemente aerado. A luz do 6rgéo foi lavada com solucso de Tyrode, para
retirar residuos alimentares.

O jejuno foi deido em pdrgées de aproximadamente 1,5 cm e as
extremidades foram amarradas. Oéi;&"géos foram suspensos em hastes de vidro em
banho de perfusdo através de urﬁa d‘as extremidades, enquanto que a outra foi
conectada a alavanca de inscrig:,éé,"f‘rontal para registro das contra¢des isotdnicas
(ampliado em 6 vezes) em ¢ilihgir6: de papel esfumacado de um quimoégrafo
(CARLINI, 1973). As preparégbes;?E;;ifﬁianeceram em estabilizagdc por 30 minutos,

trocando-se o liquido de Tyrbde a cada10 minutos.

3.5. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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3.5.1. Caracterizagéo dos efeitos do EHS sobre traquéia isolada de rato

Apés o periodo de estabiliiag:éo (60 minutos), os anéis foram submetidos
inicialmente a contragdes com acetilcolina (1 pM). A bradicinina (10 uM) foi
adicionada para confirmar a integridade epitelial da traquéia através do relaxamento.
Ap6s 60 minutos, uma nova cbntragao com acetilcoliné foi obtida e, na fase
sustentada desta contragdo o EHS(3 5, 10, 30, 50, 100,150, 300, 500, 1000, 1500 e
3000 pg/ml) foi administrado curﬁdigtivamente e o seu efeito foi observado. Apés
urma hora deste procedimento, uma nova curva acetilcolina/bradicinina foi obtida com
0 objetivo de avaliar se o extratc'%‘era capaz de comprometer a integridade das
preparagbes.v Para avaliar se o veic;jlo, DMSO 0,5%, era capaz de alterar o tdnus do
tecido, o mesmo foi adicionado a preparagcdo, previamente contraida com

acetilcolina, nos volumes correspondéntes as diferentes concentracdes do EHS.
3.5.2. Caracterizacao dos efeitos do EHS sobre aorta isolada de rato

Apds o periodo de estabilizagdo (60 minutos), a presenga ou auséncia de
endotélio foi confirmada através da administracdo de acetilcolina (1 pM) nos anéis
de aorta contraidos previamente por fenilefrina (1 yM). Foram considerados anéis
com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento minimo produzido pela
acetilcolina correspondeu a 80% d‘}a‘ éontragao. Uma segunda resposta a fenilefrina
foi obtida e, durante a fase tdnica da contragéo resultante, foi adicionado EHS nas
concentragdes de 3, 5, 10, 30, 50, 100, 150, 300, 500 e 1000 ug/ml. Ao término

deste procedimento, induziu-se uma nova contragao por fenilefrina (1 uM), seguida
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da adigéo da acetilcolina (1 uM), com o objetivo de avaliar se o extrato era capaz de
comprometer a integridade das preparagdes. Para avaliar se o veiculo, DMSO 0,5%,
era capaz de alterar o ténus do tecido, o mesmo foi adicionado & preparagao nos

volumes correspondentes as diferentes concentragdes do EHS.
3.5.3. Caracterizagao dos efeitos do EHS sobre jejuno isolado

Apés o periodo de estabilizagdo, foram induzidas curvas cumulativas
controles com a acetilcolina nas concentragdes entre 10 a 10*M. As preparacdes
de jejuno foram lavadas a cada '10 minutos e, depois de 30 minutos, EHS foi
incubado nas concentragées de 10, 30, 60 ou 100 ug/ml em diferentes preparagdes.
Em outra preparagéo, o DMSO foi incubado para efetuar o controle do velculo. Ap6s
5 minutos da adicdo do extrato, foi induzida uma nova curva concentracao-efeito
para a acetilcolina. Para verificar a possibilidade de o extrato provocar lesées nos

tecidos, nova curva cumulativa com acetilcolina foi repetida apés 90 minutos.
3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrao de médias. Os
resultados significativos foram determinados através de analises de varidncia
(ANOVA) e conferidos pelo teste t de Bonferroni. Os valores P com menos de 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Graficos e analises estatisticas
foram executadas usando GraphPad Prism versdo 3,00 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).

32



4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO EHS SOBRE TRAQUEIA ISOLADA DE RATO

O EHS nao promoveu relaxamento significativo em anéis de traquéia
previamente contraidas com acetilcolina 10 uM (Figura 7). O DMSO utilizado como

veiculo ndo promoveu nenhuma alteragéo no ténus do tecido.

04 - u

i g g R

9 =

T 254

°]

ot

8

E 50"

©

s

$ 751 —a—EHS

x —=— DMSO

100-

I L] ) L)
0 1000 2000 3000

S. officinalis (pg/mil)

Fig. 7: Curva concentragéo-resposta (3 — 3000 pg/ml) induzida pelo extrato hidroalcodlico de
S. officinalis (EHS) em traquéia isolada de rato, e o controle com DMSO 5% (veiculo)
utilizado nos mesmos volumes das concentragbes do EHS administrado. Os pontos
correspondem as médias * erro padrao das médias de 5 experimentos.

4.2. EFEITO DO EHS SOBRE AORTA ISOLADA DE RATO

Em anéis de aorta providos de endotélio vascular e previamente contraidos

com fenilefrina 1 yM, o EHS n&ao promoveu relaxamento significativo (Figura 8). O
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DMSO 5%, utilizado como veiculo, ndo alterou o ténus do tecido pré contraido por

fenilefrina.
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Fig. 8: Curva concentragdo-resposta induzida pelo extrato hidroalcoélico de S. officinalis (3
— 1000 pg/ml) em anéis de aorta de rato, e o controle com DMSO 5% (veiculo) utilizado nos
mesmos volumes das concentracfes do EHS administrado. Os pontos representam as
médias + erro padrao das médias de 5 experimentos.

4.3. EFEITO INIBITORIO DO EHS SOBRE AS CONTRAGCOES CUMULATIVAS
INDUZIDAS PELA ACETILCOLINA EM JEJUNO ISOLADO DE RATO

Em jejuno, o EHS induziu um aumento da resposta maxima na concentragao
de 10 yg/ml. Nas demais concentragbes, houve uma redugdo na resposta maxima
sem deslocamento da curva concentracao-efeito, quando comparada ao controle. As
inibicbes mais significativas foram observadas nas concentragdes de 60 e 100 ug/ml
(Figura 9).

Em comparagdo a curva controle, a concentracdo de 10 pg/mi do EHS

aumentou em torno de 12,2% a resposta maxima (Eyax) induzida pela acetilcolina na
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concentragdo 10“. Nas demais curvas na presenga do EHS 30, 60 e 100 ug/mli,

houve redugdo de forma concentragdo dependente das respostas maximas, cujas

porcentagens

estatisticamente), 23% e 66,9%.

120+

60-

Contragoes (%)

30+

OJ

correspondem respectivamente a 8,7% (ndo
—— 10 mg/ml *
—— 30 pg/ml
—— 60 pg/mi
—0— 100 pg/ml

—a— Controle

ACh (M)

significante

Fig. 9: Efeito do EHS sobre as curvas concentragéo-resposta induzidas pela acetilcolina (10°

9

experimentos. * Indica p< 0,05, ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

a 10*M). Os pontos representam as médias + erro padrdo das médias de 4 a 6

4.3.1. Reversao do efeito contratil induzido pela acetilcolina apés exposigdo ao EHS

em jejuno isolado de rato

Houve total reversdao 90 minutos apés a exposi¢dao ao EHS nas diferentes

concentragées. A reversdo observada nao apresentou diferenca estatistica

significativa entre as respostas maximas de todas as curvas (Figura 10).
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Fig. 10: Curva de reversdo das contragdes induzidas por acetilcolina (10° a 10* M) 90
minutos ap6s remocdo do EHS nas diferentes concentragdes (10, 30, 60 e 100 pg/ml), em
relacdo ao controle com solugdo de DMSO 5% utilizado no mesmo volume da maior
concentragdo do EHS administrado. Os pontos representam as médias + erro padréo das

médias de 4 a 6 experimentos.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos os possiveis efeitos do extrato hidroalcodlico
da Salvia officinalis (EHS) sobre a musculatura lisa vascular (aorta) e nao vascular
(traquéia e jejuno) isoladas de ratos. Os resultados indicam que, aparentemente, o
EHS nas concentragdes utilizadas (3 a 3000 ug/ml) ndo parece interferir com os
mecanismos de contracéo e relaxamento do tecido muscular liso de traquéia e aorta
de ratos (ver figuras 7 e 8, respectivamente). Entretanto, em jejuno contraido com
concentragdes cumulativas de acetilcolina (10° a 10™ M) as concentragdes 30, 60 e
100 pg/ml do EHS apresentaram um perfil de antagonismo nao competitivo classico,
pois néo houve deslocamento da curva, mas a resposta maxima foi reduzida em
relacdo ao controie (ver figura 9) (EGLEN et al 1996, GOODMAN et al., 2003,
RANG et al., 2004). Este resultado, dentre outras hipoteses, pode sugerir uma
interferéncia na via de sinalizagdo deflagrada pela ativacdo dos receptores
colinérgicos. Esta interferéncia pode decorrer de uma ag¢éo inibitéria direta sobre
canais de célcio da membrana celular ou dos estoques intracelulares, ativagédo de
canais de potassio, ou ainda nﬁodiﬁcégéo da atividade de enzimas (por exemplo,
proteinas quinases), dentre varias outfas vias possiveis (DAR & CHANNA, 1999;
RYU et al, 2004). As inibigées' mais significativas foram observadas em
concentragées de 60 e 100 pg/ml, o que indicaram uma agdo dependente de

concentragao (ATTAGUILE ef al, 2004; RYU et al, 2004)

Na concentragéo de10 houve um discreto aumento da resposta

méxima, o qual éponta uma p:os’siiiel potencializagéo da agao da acetilcolina sobre o

musculo. O mecanismo pelo qual este processo ocorre n&o foi investigado neste
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estudo, mas supbe-se que pode ocorrer por diferentes vias: (a) degradagao ou
diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase, provocando o aumento de acetilcolina
livre, que pode se ligar aos receptores. KENNEDY e colaboradores (2006) relataram
as propriedades inibitérias de S. officinalis sobre a colinesterase, o que aumentava a
performance cognitiva e melhorava o humor em pacientes jovens e saudaveis; (b)
existéncia de compostos que nesta concentragéo possam promover ativagéo de
receptores colinérgicos ou de outros receptores (ex: histaminérgicos) que induzem
sinergicamente a contragéo do mﬂéculo liso. A ativagéo de receptores colinérgicos
foi relatada anteriormente por EIDI e co‘laboradores (2006), os quais demonstraram
que o extrato etandlico de S. officinalis potencializou a retengéo da memaoria em uma
acdo atribuida a uma interacdo com o sistema colinérgico muscarinico e nicotinico,
envolvidos no processo da memodria; (c) facilitagdo da entrada do célcio extracelular
ou liberagdo de calcio intracelular, pbtencializando a contracdo muscular lisa e
ativando a cadeia iniciada pela interégéo com a calmodulina, estimulagéo da quinase
da cadeia leve de miosina (MLCK) e sUbseqUente interagao dos filamentos de actina
e miosina gerando a contragdo ou aumentando a sua intensidade (EGLEN &
WHITING, 1996; EGLEN et al, 1}996; GOODMAN, 2003;. RANG et al., 2004).
Teoricamente, esta seria uma hipdtese possivel, embora existam trabalhos na
literatura com extratos de Salvia miltiorrhiza Bunge que reduziram a liberacdo de
calcio intracelular em cardiomiécitos (CAO et al., 2003) e em hepatdcitos (WANG et
al., 2005).

Portanto, na concentragdo de 10 ug/ml, o EHS néo é suficiente para inibir a
contracao induzida pela acetilcdl.i"né',' efeito este que s6 é observado nas

concentragdes superiores a 30 pg/ml. Desta forma, propde-se que esta acéo
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potencializadora do EHS esteja vinculada & interagdo das substdncias que
constituem o extrato e & sua concentragéo.

Com o resultado da reversibilidade (Figura 10) observou-se que a
capacidade contratil do jejuno é restabelecida ap6s 90 minutos da remog¢éo do EHS
da cuba. Isso demonstra que o tecido nédo ¢ lesionado pelos componentes do
extrato. Entretanto, qugndo o periodo € reduzido para 30 ou 60 minutos, o efeito do
EHS nédo é revertido,‘sugerindo uma acéo duradoura do extrato no tecido. Este
efeito pode ser justificado por meio de uma forte intera¢do entre os componentes do
extrato e sua(s) molécula(s) alvo(s), a qual necessita de tempo prolongado e
sucessivas trocas de liquido para reverter. Outra hipotese, menos provavel, pode ser
a necessidade de sintese de moléculas (ex. proteinas ou mediadores) necessarias

em alguma fase do mecanismo contratil da célula.
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. CONCLUSOES

O EHS n&o alterou o ténus de traquéia previamente contraida com
acetilcolina, nem de aorta isolada de rato contraida com fenilefrina;

Em jejuno, o EHS causou inibicdo das contragbes maximas induzidas por
acetilcolina, dependente da concentragéo e caracteristico de um antagonismo
nao competitivo;

Este efeito foi revertido 90 minutos apés a remogéo do EHS da preparagao de

jejuno.
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