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GOMES, M. A. S. 
ESTUDO DOS EFEITOS DO EXTRATO 

HIDROALCOÓLICO DE Ruellia asperula Lindau. SOBRE 
O SISTEMA CARDIOVASCULAR EM RATOS 

 
 

Resumo  
 

Os efeitos cardiovasculares do extrato hidroalcoólico de Ruellia asperula (EHRA), uma planta 
pertencente à família Acanthaceae, foram estudados em ratos através de abordagens 
combinadas in vivo e in vitro. Em animais normotensos, a administração do EHRA (1, 5, 10, 20 
e 40 mg/Kg , i.v., randomicamente) produziu hipotensão  (% PAM = -4,40 ± 1,14; -11,3 ± 0,96; -
13,6 ±1,54; -15,7±1,6  e  -16,8±1,6  , respectivamente) acompanhado por resposta taquicárdica 
(FC = 2,5  ±  1,3; 11,0  ±  1,8; 13,6  ±  1,4; 19,2  ±  2,0 e 17,1  ±  1,3, respectivamente). Em 
anéis de artéria mesentérica isolados com endotélio intacto, EHRA (1 - 300 µg/mL) induziu 
relaxamento de maneira dependente de concentração frente a contrações induzidas por 
fenilefrina (10 µM) [CE50 = 51,47 (44,48 – 59,56), µg/mL, Emáx = 98,8 ± 10,68%, n=4]. O efeito 
do EHRA sobre as contrações induzidas por fenilefrina não foi atenuado após a remoção do 
endotélio [CE50 = 50,34 (44,07 – 57,51) µg/mL, 98,43, Emáx = ± 5,65%, n=6]. Esses resultados 
demonstram que o endotélio vascular, provavelmente, não está participando da resposta 
vasorelaxante induzida pelo EHRA. Todos os protocolos experimentais que seguiram foram 
realizados em anéis mesentéricos sem endotélio. Em preparações pré-incubadas com KCl 20 
mM, a atividade vasorelaxante não foi modificada em relação ao resultado com fenilefrina [CE50 
= 61,74 (55,41 – 68,79) µg/mL, Emáx = 105,76 ± 7,39%, n = 6]. Resultados similares foram 
obtidos com EHRA (1 - 300 µg./mL) frente as contrações sustentadas induzidas por KCl 80 mM 
[CE50 = 44,65 (40,32 – 49,44) µg/mL  n = 4) e Emax = 98.34 ± 2.67 %], estes resultados não 
foram significantemente diferentes daqueles obtidos na presença de fenilefrina (10 µM). Em 
meio despolarizante nominalmente sem Ca2+ EHRA (100 e 300 µg/mL) reduziu as contrações 
induzidas por CaCl2. O extrato (1 – 300 µg/mL) induziu relaxamento de maneira dependente de 
concentração frente as contrações promovidas pelo ativador dos canais para Ca2+ tipo L, S(-)-
Bay K 8644 [CE50 = 101,3 (93,08 –110,1) µg/mL e Emáx = 106,69 ± 11,93 %, n=5].No entanto,  
EHRA não alterou as contrações transientes induzidas por fenilefrina (10 µM) em meio livre de 
cálcio, nem modificou a contração induzida pelo ortovanadato. Esses resultados em conjunto 
sugerem que o EHRA exerce um efeito relaxante independente de endotélio e esse efeito 
parece ser devido a uma inibição do influxo de Ca2+ através dos canais para Ca2+operados por 
voltagem. No entanto, o EHRA causou relaxamento nas contrações induzidas por fenilefrina (10 
µM) na presença de KCl 60mM e nifedipina (1µM), indicando que um segundo mecanismo pode 
estar envolvido no efeito relaxante do extrato. EHRA (100 mg/Kg, v.o. 2 vezes ao dia durante 28 
dias) promoveu inibição da instalação da hipertensão pulmonar no modelo de hipertensão 
pulmonar induzido pela monocrotalina (60 mg/Kg, s.c.) sem modificar a pressão arterial 
sistêmica, mas levando a uma redução no ganho de peso desses animais. Além disso, EHRA 
não modificou a pressão pulmonar em ratos normotensos na sua administração intravenosa 
aguda.  
 
Palavras-chave: Ruellia asperula, efeito vasorelaxante, canais para cálcio operados por 
voltagem, hipertensão pulmonar. 
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GOMES, M. A. S. 
 

STUDY OF THE EFFECTS OF HYDROALCOHOLIC 
EXTRACT OF Ruellia asperula Lindau ON THE 

CARDIOVASCULAR SYSTEM IN RATS 

 
 

Abstract 
 
 

The cardiovascular effects of the hydroalcoholic extract of Ruellia asperula Lindau (EHRA), a 
plant belonging to Acanthaceae family, were studied in rats through a combined in vivo and in 
vitro approaches. In normotensive rats, EHRA (1, 5, 10, 20 and 40 mg/Kg , i.v., randomly) 
injections produced hypotension  (% PAM = -4.40 ± 1.14; -11.3 ± 0.96; -13.6 ±1.54; -15.7 ± 1.6 
 and  -16.8 ± 1.6  , respectively) accompanied by a tachycardic response (% HR = 2,5 ± 1,3; 
11.0 ± 1.8; 13.6 ± 1.4; 19.2  ±  2.0 and 17.1  ±  1.3, respectively). In isolated rat mesenteric 
artery rings with intact endothelium, EHRA (1 - 300 µg/mL) induced concentration-dependent 
relaxation of the contractions evoked by phenylephrine (10 µM) [EC50 = 51.47 (44.48 – 59.56), 
µg/mL, Emax = 98.8 ± 10.68%, n=4].The effect of EHRA on phenylephrine-induced contractions 
was not attenuated by removal of the vascular endothelium [EC50 = 50.34 (44.07 - 57.51) µg/mL, 
98.43, Emax = ± 5.65%, n=6].These results demonstrated that the vascular endothelium, 
probably, is not participating in the vasorelaxant response induced by EHRA. Therefore all the 
experimental protocols were carried out in endothelium-denuded mesenteric rings. In 
preparations pre-incubated with KCl 20 mM, the vasorelaxant activity was not altered in 
comparison with results with FEN [EC50 = 61.74 (55.41 – 68.79) µg/mL, Emax = 105.76 ± 7.39%, 
n = 6]. EHRA (1 - 300 µg/mL) relaxed the sustained contractions induced by KCl 80 mM [EC50 = 
44.65 (40.32 – 49.44) µg/mL  n = 4) and Emax = 98.34 ± 2.67 %], this effect was not significantly 
different from those obtained in the presence of phenylefrine 10 µM. In depolarizing nominally 
without Ca2+ medium, EHRA (100 and 300 µg/mL) antagonized CaCl2-induced contractions.This 
extract (1 – 300 µg/mL) induced relaxation concentration-dependent on the contractions elicited 
by the L-type Ca2+ channel agonist, S(-)-Bay K 8644 [EC50 = 101.3 (93.08 –110.1) µg/mL and 
Emáx = 106.69 ± 11.93 %, n=5]. EHRA did not alter the transient contraction induced by 
phenylephrine (10 µM) in without calcium medium.  EHRA did not modify the induced 
contraction for the ortovanadate. These results suggest that EHRA exerts an endothelium-
independent relaxant effect and this effect may be due to Ca2+ influx inhibition through voltage 
operated calcium channels. Moreover, EHRA caused relaxation in the induced contractions 
induced by phenylefrine (10 µM) in the presence of KCl 60mM and nifedipine (1µM), indicating 
that another mechanism can be involved in the vasorelaxant effect of the extract. EHRA (100 
mg/Kg, p.o. 2 times on day during 28 days) promoted inhibition of the installation of the 
pulmonary hupertension in the model induced by the monocrotaline (60 mg/Kg, s.c.) without 
modifying the systemic arterial pressure, but leading to a reduction in the profit of weight of these 
animals. Moreover, EHRA did not modify the pulmonary arterial pressure in normotensive rats in 
acute intravenously administration.  
 
Key-words: Ruellia asperula, vasorrelaxant effect, voltage-gated calcium channels, pulmonary 
hypertension.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

b.p.m. batimentos por minuto 

CaCl2 cloreto de cálcio 

[Ca2+]c concentração de cálcio citosólica 

Cav canal para cálcio sensível à voltagem 

CE50 concentração efetiva que produz 50% do efeito máximo 

Emáx efeito máximo   

e.p.m. erro padrão da média 

FC freqüência cardíaca 

Hz hertz 

IP3 trisfosfato de inositol 

i.p. intraperitoneal 

i.v. intravenoso 

KCa
 canais para potássio sensíveis ao cálcio 

MCT monocrotalina 

µL microlitro 

µg micrograma 

µM micromolar 

n número de experimentos 

nM nanomolar 

nm nanômetro 

PA pressão arterial 

PAD pressão arterial diastólica 

PAM pressão arterial média 

PAS pressão arterial sistólica 

PAP pressão arterial pulmonar 

PAPM pressão arterial pulmonar média 
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s.c. subcutânea 

v.o via oral 

vs versus 

 

Observação: As abreviaturas e símbolos utilizados neste trabalho e que não constam 

nesta relação, encontram-se descritas no texto ou são convenções adotadas 

internacionalmente. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As plantas medicinais são utilizadas desde a antiguidade no tratamento de 

doenças humanas, principalmente como preparações caseiras, em todo mundo. 

Adicionalmente aos extratos, compostos isolados também são utilizados em 

preparações industriais. Além disso, a terapêutica moderna, composta por 

medicamentos com ações específicas sobre receptores, enzimas, canais iônicos, não 

teria atingido o grau de desenvolvimento atual se não fosse o auxílio dos produtos 

naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores (DI STASI, 1996).  

Muitas evidências apontam as plantas medicinais como a mais antiga e principal 

forma de medicação difundida no mundo. Até o último século, a maioria dos 

medicamentos foi derivada de plantas ou de fonte animal (MCNEILL; JURGENS, 2006). 

Desta forma, as plantas pelas suas propriedades terapêuticas ou tóxicas, 

adquiriram fundamental importância na medicina popular. A flora brasileira é riquíssima 

em exemplares que são utilizados pela população para fins medicinais. Toda planta que 

é administrada de alguma forma e, por qualquer via ao homem ou animal exercendo 

sobre eles uma ação farmacológica qualquer, é denominada de planta medicinal 

(CRAVO, 1999). Além do mais, as plantas medicinais sempre foram objeto de estudo 

na tentativa de descobrir novas fontes de obtenção de princípios ativos. 

Várias espécies vegetais já foram amplamente estudadas e muitas substâncias 

foram isoladas, identificadas e, posteriormente, utilizadas no tratamento de várias 

doenças. O ácido acetil salicílico é um bom exemplo. Amplamente prescrito por suas 

ações analgésicas, antipiréticas e antiinflamatórias, é um simples derivado do composto 

de origem natural,o ácido salicílico, obtido originalmente da árvore Salgueiro (Salix spp) 

(VANE, 1994). Baseado nisto, a busca por novas substâncias químicas presentes em 

espécies vegetais, que possam ser utilizadas na terapêutica, são de extrema 

importância para preservação da vida.  

Uma base mais racional para o uso de espécies vegetais como medicamentos foi 

lançada, quando estas espécies começaram a ser estudadas de forma sistemática, com 

o objetivo de extrair, isolar e identificar as substâncias cujas propriedades 
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farmacológicas são em última análise, responsáveis pelas propriedades curativas 

atribuídas à planta como um todo. Esta metodologia serviu para fornecer o fundamento 

científico para o uso das plantas medicinais na terapêutica, mas, além disso, serviu 

para enriquecer consideravelmente o arsenal terapêutico disponível, o qual ainda hoje 

se compõe de muitos produtos de origem natural, grande número deles desenvolvidos 

por método de síntese orgânica tendo como protótipo uma substância de ocorrência 

natural (ELIZABETSKY, 1986). 

Apesar de muitas plantas e substâncias delas isoladas já serem alvo de estudos, 

ainda existem muitas espécies que não foram estudadas e podem ser promissoras na 

busca por novas alternativas de tratamento das doenças. Uma dessas é a espécie 

Ruellia asperula pertencente à família Acanthaceae.  Essa família possui cerca de 230 

gêneros e 2200 espécies, nas regiões tropicais e subtropicais de todo mundo, sendo o 

Brasil um dos centros de diversidade da família Acanthaceae. São plantas de hábito 

herbáceo a arbustivo, raramente arbóreo (PONTES, 1998). 

Um dos gêneros dessa família, o gênero Ruellia, é considerado um dos maiores 

e mais complexos da família Acanthaceae, possuindo cerca de 250 espécies, com 

distribuição nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, sendo o Brasil um dos seus 

centros de diversidade (PONTES,1999). Várias atividades já foram descritas para 

diferentes espécies do gênero Ruellia dentre elas: contração do músculo liso traqueal 

por ativação de receptor muscarínico (SALAH et  al., 2000), propriedades estrogênicas 

(SALAH et  al., 2002), inibição da enzima conversora de angiotensina (SALAH et  al., 

2001). No entanto algumas espécies do gênero Ruellia não apresentam relatos na 

literatura sobre suas possíveis atividades biológicas. 

Uma dessas espécies é a Ruellia asperula (Nees) Lindau (Figura 1), também 

conhecida como candeia ou câmara-candeia e melosa-roxa cujas folhas, flores e raízes 

são usadas na medicina popular para o tratamento de bronquites, inflamações uterinas, 

cansaço, gripe e febre (ALMEIDA, 2004). Ruellia asperula é um subarbusto lenhoso 

que mede entre 1,5-2,0 m de altura encontrado em altitudes entre 500 e 700 m em 

áreas abertas, ocorrendo em solos argilo-pedregosos, florescendo e dando frutos nos 

meses de janeiro, abril, setembro, outubro e dezembro. Em pesquisas realizadas em 
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diversos bancos de dados como Web of Science, Pubmed e NAPRALERT (Natural 

Products ALERT) não foram descritas atividades para esta espécie. 

 

  

 
 
Figura 1: Foto da Ruellia asperula. fonte: MOURA, M. D. 
 
 

Como o gênero Ruellia já foi alvo de vários estudos, nos quais pelos 

mecanismos descritos anteriormente, pode haver indícios de atividade sobre o sistema 

cardiovascular, estudos com a espécie Ruellia asperula (Nees) Lindau poderiam ser de 

grande importância, já que, segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensão em 2005, 

apesar da diversidade terapêutica para o tratamento da hipertensão arterial, que é um 

dos problemas cardiovasculares com maior incidência, os percentuais de controle de 

pressão arterial são muito baixos.  Logo, faz-se necessária a busca de novas 
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alternativas medicamentosas para o tratamento desta patologia. Aliado a este fato, 

substâncias originadas de produtos naturais tem sido uma importante fonte de obtenção 

de novos fármacos. 

O sistema cardiovascular é o principal responsável pela regulação e manutenção 

da pressão arterial, uma das funções fisiológicas mais complexas do sistema biológico; 

necessitando da ação integrada de outros sistemas como o renal, neural e endócrino. 

(CAMPAGNOLE SANTOS; HAIBARA, 2001). 

O sistema circulatório é um componente importante do sistema cardiovascular, 

que apresenta função de suprir suficientemente os tecidos e órgãos periféricos de 

acordo com suas demandas metabólicas. Esta função é alcançada por alterações 

hemodinâmicas ocorrendo continuamente, envolvendo alterações no débito cardíaco, 

na resistência vascular e na regulação renal dos fluidos corporais (INOUE et al., 2006). 

O resultado das variações do débito cardíaco multiplicado pela resistência vascular 

periférica total (RVPT) determina a pressão arterial (PA) que pode ser influenciada pela 

ação de drogas sobre um ou ambos os parâmetros (OASTES et al., 1996 apud 

HARDMAN et al., 1996). A RVPT é influenciada por modificações tensionais no 

músculo liso vascular e está diretamente envolvida no controle da pressão arterial.  

É bem reportado na literatura que o tônus vascular das pequenas artérias e 

arteríola e o estado de contratilidade das células musculares lisas vasculares (CMLV), 

são os maiores determinantes da resistência ao fluxo sanguíneo na circulação 

(JACKSON, 2000) e conseqüentemente da pressão sanguínea sistêmica (CRIBBS, 

2006). Assim, o tônus vascular tem um importante papel na regulação da pressão 

arterial e distribuição do fluxo sangüíneo entre os tecidos e órgãos do corpo 

(JACKSON, 2000). 

A regulação do tônus vascular é dependente de uma interação entre substâncias 

vasodilatadores e vasoconstritores geradas por estímulos variados, tais como: 

hormônios circulantes, neurotransmissores, fatores derivados do endotélio, sinais 

elétricos e/ou mecânicos, como a própria pressão sanguínea (JACKSON, 2000; 

CRIBBS, 2006). Todos estes sinais são integrados no miócito vascular para determinar 

a atividade contrátil do músculo, estabelecendo assim o diâmetro e a resistência dos 

vasos sanguíneos (JACKSON, 2000).  
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É bem descrito que o estado de contratilidade vascular das células musculares 

lisas, dentro da parede dos vasos sanguíneos, é regulado pela concentração de Ca2+ 

citosólico ([Ca2+]c). Os vasoconstrictores agem elevando a [Ca2+]C, bem como, 

aumentando a aparente sensibilidade ao Ca2+ dos processos contráteis na célula 

muscular lisa. Por outro lado, os vasodilatadores exercem efeitos opostos na [Ca2+]c 

(LEDOUX et al., 2006). Os canais iônicos, principalmente os canais para Ca2+ 

dependentes de voltagem (Cav), desempenham um papel central neste processo. 

Os canais iônicos são importantes reguladores da contratilidade do músculo liso, 

pois funcionam como moduladores do potencial de membrana plasmática e das 

concentrações de Ca2+ no meio intracelular. (KEVIN; NELSON, 2005). 

As principais vias que levam ao aumento na [Ca2+]c em miócitos são canais para 

cálcio sensíveis a voltagem (Cav) e canais catiônicos não-seletivos, localizados na 

membrana plasmática, além de canais que levam a liberação de Ca2+ dos estoques 

intracelulares, tais como receptores sensíveis à rianodina (RYRs) ou receptores 

sensíveis ao trisfosfato de inositol (IP3) (IP3Rs), encontrado na membrana do retículo 

sarcoplasmático (LEDOUX  et al., 2006). 

É importante salientar que a mobilização de Ca2+ do retículo sarcoplasmático através 

dos IP3Rs e RYRs, em células de músculo liso, pode  gerar ondas de Ca2+, o qual é 

sugestivo de mediar vasoconstrição (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE; NELSON, 2005). 

Paradoxalmente, os transientes de Ca2+ gerados pela liberação de Ca2+ através dos IP3Rs e 

RYRs, na forma de “puffs” e “sparks” de Ca2+, respectivamente, em células de músculo liso, 

podem  ativar os canais para K+ ativados pelo Ca2+ (KCa) promovendo hiperpolarização de 

membrana limitando a contratilidade do músculo liso (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE; 

NELSON, 2005). 

Os canais Cav são considerados a principal via de entrada de Ca2+ do meio 

extracelular para as células musculares lisas vasculares (CMLV) (CRIBBS, 2006). Eles 

consistem em um grande complexo multimérico composto por uma subunidade α1 

formadora do poro e outras subunidades menores (β, α2δ e γ). A subunidade α1 

apresenta quatro domínios (I-IV) homólogos, contendo cada um seis segmentos em α-

helice transmembranares (S1 a S6). Cada domínio contém um sensor de voltagem 

localizado no segmento S4 que contém resíduos de aminoácidos carregados 
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positivamente. Alças que entram para região transmembrana entre o segmento S5 e 

S6, contêm quatro resíduos de aminoácidos Glu-Glu-Glu-Glu (EEEE), formando o filtro 

de seletividade iônica, na parte extracelular do poro (YU; CATTERALL, 2004; 

SONKUSARE et al., 2006) (figura 2). 

 

 

 

 

 

Figura 2: Desenho esquemático da estrutura molecular dos Cav. Fonte: 

www.chemsoc.org/.../channels/calcium/calcium.jpg.  

  
 

 

 

São dez genes humanos que codificam a subunidade α1 do Cav (subunidade 

formadora do poro) que se agrupam em três subfamílias distintas, são elas: canais Cav 

1 (Cav 1.1 – 1.4), que conduzem correntes tipo-L; canais Cav 2 (2.1 – 2.3), que 

conduzem correntes tipo-N, P/Q e R; Canais Cav 3 (Cav 3.1-3.3), que conduzem 

corrente tipo-T  (figura 2) (LIPSCOMBE et al., 2004; YU; CATTERALL, 2004; CRIBBS, 

2006).     

As células musculares lisas vasculares expressam dois tipos de canais Cav, os 

Cav 1 (tipo-L) e os Cav 3 (tipo-T). Os canais para Ca2+ tipo-L são caracterizados por 

gerar correntes de Ca2+ ativadas por altos valores de voltagens, além de apresentarem 

sensibilidade às diidropiridinas. Quando as CMLV despolarizam, ocorrem abertura dos 
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canais para Ca2+ tipo-L levando ao aumento de [Ca2+]C, contração celular e 

vasoconstrição (CRIBBS, 2006). Entretanto, a hiperpolarização induz fechamento 

destes canais levando a vasodilatação (JACKSON, 2000). 

No entanto, os canais para Ca2+ tipo-T são ativados em baixos valores de 

voltagem, são caracterizados pela sua rápida ativação, correntes transientes de 

inativação rápida e relativa insensibilidade a agentes que bloqueiam os canais para 

Ca2+ tipo-L (PEREZ-REYES, 2003). Apesar de existirem dados na literatura reportando 

a presença destes canais nos miócitos vasculares, são os canais tipo-L que parecem 

ser dominantes na maioria dos leitos vasculares (JACKSON, 2000). 

Nelson et al. (1995) relataram que a composição das subunidades formadoras 

dos canais Cav vasculares é um determinante do tônus vascular e dos níveis de 

pressão sanguínea. Além disso, estes canais inativam lentamente durante 

despolarizações sustentadas, de maneira que o influxo de Ca2+ através de uma fração 

de canais Cav é suficiente para mediar a contração induzida por pressão em pequenas 

artérias, contribuindo desta maneira para auto-regulação dinâmica dos vários leitos 

vasculares (NELSON et al., 1995, SONKUSARE et al., 2006). 

O sustentado influxo de Ca2+, por canais Cav, induz um nível tônico de 

vasoconstrição e também cria um modelo excitatório que auxilia na ação de substâncias 

vasoativas endógenas para melhor modular o diâmetro arterial (SONKUSARE et al., 

2006).  

 Várias doenças estão associadas a distúrbios no sistema cardiovascular, dentre 

as quais temos a hipertensão pulmonar, que de acordo com a Sociedade Brasileira de 

Hipertensão Arterial em 2005, é uma condição patológica que está presente quando a 

pressão sistólica pulmonar e pressão média excedem 30 e 25 mmHg, respectivamente, 

em repouso ou quando a pressão sistólica pulmonar excede 35 mmHg e a pressão 

média pulmonar é superior a 30 mmHg durante o esforço. Cabe ressaltar que em 

idosos a pressão arterial pulmonar pode ser mais elevada, principalmente durante o 

esforço, mesmo na ausência de qualquer patologia. Por se tratar de um diagnóstico 

hemodinâmico, a sua interpretação e valorização tem que ser considerada nesta 

perspectiva, pelas suas implicações patológicas. A hipertensão pulmonar é 

habitualmente classificada segundo a etiologia em primária e secundária, sendo esta 
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última conseqüência de uma doença associada. Esta classificação é limitada e nem 

sempre útil na prática clínica. A Organização Mundial de Saúde, em 1998, propôs uma 

classificação de hipertensão pulmonar mais ampla, levando-se em consideração o 

diagnóstico etiológico e a orientação.  

 A hipertensão pulmonar causa problemas vasculares como constrição das 

células musculares lisas, crescimento e diferenciação das células endoteliais e 

trombose (FARBER, LOSCALZO, 2004). Além disso, o paciente acometido por esta 

doença sofre vários transtornos como: insuficiência ventricular direita, fadiga, dispnéia, 

edema, palpitações, dores e síncope que comprometem a qualidade de vida dos 

mesmos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSÃO, 2005).  

 Diante disto há uma busca incessante por drogas que sejam eficazes para o 

tratamento desta patologia e dos transtornos por ela causados, sendo as terapias 

vasodilatadoras, anticoagulantes, antiinflamatórias as principais ferramentas utilizadas. 

Atualmente as principais classes de fármacos empregadas para tal fim são os inibidores 

de fosfodiesterase, análogos de prostaciclina, antagonista do receptor de endotelina, 

anti-agregantes plaquetários, doadores de óxido nítrico e os bloqueadores dos canais 

para cálcio (FARBER, 2004). Vários estudos sugerem que a administração a longo 

prazo de altas doses de bloqueadores de canais para cálcio em pacientes com 

hipertensão pulmonar aumenta a sobrevida dos pacientes que respondem ao 

tratamento (HUMBERT, 2004). 

Em animais, a hipertensão pulmonar pode ser induzida pela monocrotalina (MCT), 

um alcalóide pirrolizidínico isolado de espécies de Crotalaria, dentre elas a Crotalaria 

retusa. Essa classe de alcalóides causa doenças no pulmão (hipertensão pulmonar), 

fígado (veno-oclusão e cirrose) e rins (bloqueio das arteríolas aferentes e mesangiólise) 

por induzir um fenótipo megalocítico nas células endoteliais e parenquimatosas. Uma 

exposição aguda do alcalóide resulta dentro de 2 a 3 dias em uma ampliação das 

células com ampliação do núcleo, complexo de Golgi e retículo endoplasmático, 

enquanto as células permanecem bloqueadas em G2/M e nas células endoteliais das 

artérias pulmonares ainda causam inibição da síntese de DNA. A administração de 

monocrotalina é amplamente utilizada como modelo para estudo da patogênese da 
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hipertensão pulmonar. Esses alcalóides necessitam da ativação da via do citocromo 

P450, sendo, portanto, metabolizados pelo fígado (SHAH et al., 2005). 

Com o intuito de contribuir para melhor descrição das atividades biológicas do 

gênero Ruellia, além do fato de não haver na literatura trabalhos que relatassem 

qualquer atividade da Ruellia asperula, como também da necessidade da busca de 

novas alternativas terapêuticas para problemas cardiovasculares, buscamos investigar 

a possível atividade cardiovascular do EHRA e os mecanismos de ação envolvidos nos 

seus efeitos. 

 

 

 



GOMES, M. A. S – Avaliação dos efeitos do Extrato Hidroalcoólico de Ruellia asperula 
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos 
 

33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ObjetivosObjetivosObjetivosObjetivos    



GOMES, M. A. S – Avaliação dos efeitos do Extrato Hidroalcoólico de Ruellia asperula 
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos 
 

34 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

 2.1 Geral 

 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade cardiovascular do 

extrato hidroalcoólico de Ruellia asperula (EHRA) e os mecanismos de ação 

envolvidos nas atividades observadas, bem como o efeito da sua administração 

sobre a pressão pulmonar em animais normotensos e em um modelo de 

hipertensão pulmonar induzida por monocrotalina. 

 

 

2.2 Específicos 

 

• Investigar o efeito da administração intravenosa do EHRA sobre pressão 

arterial (PAM) e freqüência cardíaca (FC) em ratos normotensos não 

anestesiados; 

• Avaliar a atividade vasorelaxante do EHRA sobre anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato; 

• Investigar o mecanismo de ação envolvido na atividade vasorelaxante do 

EHRA; 

• Avaliar a participação dos canais para Ca2+ e K+ na atividade 

vasorelaxante do EHRA em anéis de artéria mesentérica superior isolada de 

rato; 

• Avaliar o efeito da administração intravenosa aguda do EHRA sobre a 

pressão arterial pulmonar (PAP); 

• Avaliar o efeito da administração oral do EHRA sobre a pressão arterial 

pulmonar em animais com hipertensão pulmonar induzida pela monocrotalina. 
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3 MATERIAL 

 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados para todos os experimentos ratos wistar machos 

(Figura 3) pesando entre 2

Biotério Prof. Thomas George do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica Prof. 

Delby Fernandes Medeiros da Un

animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (21 ± 1º C) 

e submetidos a um ciclo claro

acesso à alimentação e água.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 

 

3.2 Drogas utilizadas 

 

 

Durante a realização dos experimentos, foram utilizadas as 

seguintes drogas: tiopental sódico (Cristália), sal sódico de heparina (Roche), 

S(-)-Bay K 8644 (RBI/Sigma), nitroprussiato de sódio (Sigma), clo
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Foram utilizados para todos os experimentos ratos wistar machos 

) pesando entre 250-300 gramas, os quais foram provenientes do 

Biotério Prof. Thomas George do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica Prof. 

Delby Fernandes Medeiros da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Estes 

animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (21 ± 1º C) 

e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 – 18 horas), tendo livre 

acesso à alimentação e água. 

 

Figura 3: Rato Wistar (Rattus novergicus) 

 

Durante a realização dos experimentos, foram utilizadas as 

seguintes drogas: tiopental sódico (Cristália), sal sódico de heparina (Roche), 

Bay K 8644 (RBI/Sigma), nitroprussiato de sódio (Sigma), clo

Ruellia asperula 

Foram utilizados para todos os experimentos ratos wistar machos 

300 gramas, os quais foram provenientes do 

Biotério Prof. Thomas George do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica Prof. 

iversidade Federal da Paraíba (UFPB). Estes 

animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (21 ± 1º C) 

18 horas), tendo livre 

Durante a realização dos experimentos, foram utilizadas as 

seguintes drogas: tiopental sódico (Cristália), sal sódico de heparina (Roche), 

Bay K 8644 (RBI/Sigma), nitroprussiato de sódio (Sigma), cloridrato de L (-
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) fenilefrina (Sigma), cloridrato de acetilcolina (Sigma), EGTA (Sigma), 

monocrotalina (cedida pelo prof. Dr. José Maria Barbosa Filho do Laboratório 

de Tecnologia Farmacêutica). Para a preparação das soluções estoques do S(-

)-Bay K 8644 o mesmo foi dissolvido em etanol absoluto e diluído em água 

destilada, de modo a serem obtidas as concentrações desejadas para cada 

protocolo experimental.  

 

 

3.3 Preparação das soluções de EHRA 

 

 

O EHRA foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho. 

Para preparação das soluções estoques do EHRA, o mesmo foi solubilizado 

em cremofor® (50 µL por mL de solução) e diluído em água destilada 

(experimentos in vitro) ou em NaCl 0,9% (experimentos in vivo) de modo a 

serem obtidas as concentrações e doses, respectivamente, desejadas para 

cada protocolo experimental. As concentrações de cremofor® em solução 

nunca excederam 0,01% e foram previamente testadas, apresentando 

ausência de efeito farmacológico. 

 

 

3.4 Soluções Fisiológicas 

 

 

Para a preparação das soluções fisiológicas foram utilizados os 

seguintes sais: cloreto de sódio (NaCl) (MERCK), cloreto de potássio (KCl) 

(MERCK), cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O) (MERCK), cloreto de 

magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H2O) (MERCK), glicose (C6H12O6) (MERCK), 

bicarbonato de sódio (NaHCO3) (VETEC), fosfato de sódio mono-hidratado 

(NaH2PO4.H2O) (VETEC) e fosfato de potássio (KH2PO4) (VETEC). 

As tabelas a seguir mostram as composições das várias soluções 

utilizadas: 
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A) Soluções fisiológicas para anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de rato  

 

Tabela 1: Composição da solução de Tyrode (pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: TANAKA et al., 1999. 

 

 

Tabela 2: Composição da solução de Tyrode livre de cálcio (pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

EGTA 1,0 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 
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Tabela 3: Composição da solução de Tyrode nominalmente sem cálcio 

(pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 

 

 

 

Tabela 4: Composição da solução despolarizante de Tyrode com KCl à 20 mM 

(pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 142,3 

KCl 20,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 
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Tabela 5: Composição da solução despolarizante de Tyrode com KCl à 60 mM 

(pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 102,3 

KCl 60,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 

 

 

 

Tabela 6: Composição da solução despolarizante de Tyrode com KCl à 60 mM 

nominalmente sem cálcio (pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 102,3 

KCl 60,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 
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Tabela 7: Composição da solução despolarizante de Tyrode com KCl à 80 mM 

(pH=7,4) 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 82,3 

KCl 80,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

Glicose 5,6 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999. 
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4 MÉTODOS 

 

 

4.1 Ensaios Farmacológicos 

 

 

Foram utilizadas duas diferentes formas de abordagem, uma com 

ensaios farmacológicos in vivo e outra in vitro, esta última utilizando artéria 

mesentérica superior de rato. Os ensaios in vivo consistiram na medida direta 

da pressão arterial sistêmica e freqüência cardíaca em ratos não anestesiados 

e na medida direta da pressão pulmonar em animais normotensos e 

hipertensos anestesiados. Todos os animais foram submetidos à eutanásia, 

seguindo as normas de cuidados com animais, aprovados pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa Animal do LTF/UFPB sob parecer nº 0207/08, o qual está contido 

nos anexos. 

 

 

4.2 Estudo do efeito do EHRA sobre a PA e FC - Estudos in vivo 

  

4.2.1 Medida direta da pressão arterial (PA) e frequência cardíaca (FC) em 

ratos não-anestesiados 

 

 

Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (45 mg/kg, i.p.), e 

cateteres de polietileno (PE), segmentos de PE-10 (diâmetro interno e externo 

de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), fixados a um segmento de PE-50 

(diâmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), foram 

implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia 

femorais esquerdas, respectivamente. Após a inserção e fixação, os cateteres 

foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisão na 

região cervical posterior do animal (scapulae). 

A PA e FC foram medidas 24 h após o procedimento cirúrgico pela 

conexão do cateter arterial a um transdutor de pressão pré-calibrado (Statham 

P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (Modelo TBM-
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4M, WPI, Sarasota, FL, EUA), conectado a um micro-computador equipado 

com placa conversora analógico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, 

Inc., Mansfield, MA, EUA) contendo o programa CVMS (WPI, Sarasota, FL, 

EUA) (Figura 4). A frequência escolhida para amostragem dos dados foi de 500 

Hz. Para cada ciclo cardíaco, o computador calculou a pressão arterial sistólica 

(PAS), diastólica (PAD) e média (PAM), e o intervalo de pulso, referido como 

FC. O cateter venoso foi implantado para a administração das drogas. 

 

Figura 4: Aparato utilizado para aquisição de dados de pressão arterial e frequência 

cardíaca em ratos não anestesiados. 

 

 

4.2.2  Protocolo experimental utilizado nos estudos In Vivo da PA e FC 

 

4.2.2.1 Avaliação do efeito do EHRA sobre PAM e FC em ratos não 

anestesiados 

  

Para obtenção de uma curva dose-resposta, os animais foram 

mantidos em aclimatação por um período de no mínimo 30 min., para 

estabilização dos parâmetros cardiovasculares, e em seguida administrou-se 



GOMES, M. A. S – Avaliação dos efeitos do Extrato Hidroalcoólico de Ruellia asperula 
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos 
 

45 

 

nitroprussiato de sódio (NPS) (10 µg/kg, i.v.), um clássico doador de óxido 

nítrico, para verificar a eficácia da implantação do cateter venoso. Após 15 

min., doses diferentes do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, i.v.) foram 

administradas randomicamente com intervalos de tempo suficiente para que os 

parâmetros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de base 

(Quadro 1). Os valores de PAM e FC foram computados antes (valores da linha 

de base) e após a administração do EHRA, e suas variações foram expressas 

em percentagem dos valores em delta (∆) em relação à linha de base. 

 

Quadro1 : Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, randomicamente, i.v.) sobre a PAM e FC em 

ratos normotensos e não anestesiados. 

 

 

 

4.3 Estudos em artéria mesentérica - Estudos In Vitro 

 

4.3.1 Preparaçõe de artéria mesentérica superior isolada de rato com ou 

sem endotélio funcional 

 

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical seguido por 

secção dos vasos cervicais. Através de uma incisão no abdome do animal, 

retirou-se a artéria mesentérica superior. Anéis do primeiro segmento da artéria 

(1 - 2 mm) foram obtidos livres de tecido conjuntivo e adiposo. Os anéis foram 

mantidos em cubas contendo 10 mL de solução de Tyrode, a 37º C e 

gaseificada com uma mistura de 95 % de O2 e 5 % de CO2 (carbogênio). A 

seguir os anéis foram suspensos por linhas de algodão fixadas a um transdutor 

Estabilização 

NPS  
10µg/Kg 

15 min. 

EHRA 
(1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, randomicamente) 
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de força acoplado a um sistema de aquisição (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) 

para o registro das tensões isométricas (Figura 5). Cada anel foi submetido a 

uma tensão constante de 0,75 g por um período de 60 minutos de 

estabilização. Durante este tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 min. 

para prevenir a interferência de metabólitos (ALTURA; ALTURA, 1970). 

Duas contrações tônicas submáximas a felinefrina (FEN) 10 µM, as 

quais se estabilizam em torno de 30 minutos, foram registradas. Uma terceira 

contração foi obtida e, após a estabilização desta, o EHRA (1 – 300 µg/mL) foi 

adicionado cumulativamente à cuba. Os resultados foram expressos em 

percentagem do tônus induzido, levando em consideração que a contração 

induzida por FEN corresponde a 100 % e que a tensão de repouso é igual a 

0%.  

Para realização dos experimentos com anéis na ausência do endotélio 

funcional, os anéis foram submetidos ao leve atrito mecânico entre as paredes 

internas do vaso com uma haste de metal. 

A presença de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos 

anéis após adição de 10 µM de acetilcolina (Ach). Foram considerados com 

endotélio, os anéis com relaxamento superior a 90% sobre a pré-contração 

com fenilefrina. Já os anéis com relaxamentos inferiores a 10%, foram 

considerados sem endotélio. Anéis com relaxamentos entre 10 e 90% foram 

desprezados dos protocolos experimentais (FURCHGOTT, ZAWADZKY, 1980).  
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Figura 5: Aparato utilizado para os experimentos com anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de rato. 

 

4.3.2 Protocolos Experimentais utilizando artéria mesentérica superior 

isolada de rato 

 

4.3.2.1  Efeito do EHRA em anéis de artéria mesentérica superior isolada 

de ratos pré-contraídos com FEN (10 µµµµM) 

 

 

Após um período de 60 min. de estabilização das preparações, 

concentrações crescentes do EHRA (1 – 300 µg/mL), foram adicionadas 

cumulativamente aos anéis pré-contraídos com FEN (10 µM). O efeito 

vasorelaxante do EHRA foi avaliado em anéis com o endotélio funcional intacto 

e em anéis com o endotélio funcionalmente removido (Figuras 6 A e 6 B, 

respectivamente).  Após a obtenção das curvas concentração-resposta, foram 

calculados os valores de CE50 (concentração efetiva responsável por 50% do 

efeito máximo) e Emax (efeito máximo) das curvas individuais na presença e na 

ausência do endotélio funcional. 
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A

B 
 

 

 

Figura 6: Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito de.concentrações crescentes do EHRA (1

mesentérica superior isolada de rato pré

endotélio funcionalmente intacto. 

 

 

B 
A 
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Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

ntrações crescentes do EHRA (1-300 µg/mL) em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato pré-contraídos com FEN (10 µM). 

endotélio funcionalmente intacto. (B) Anéis com o endotélio removido. 

Ruellia asperula 

 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

µg/mL) em anéis de artéria 

M). (A) Anéis com 
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4.3.2.2 Avaliação da participação de ca

vasorelaxante induzida por 

ratos  

 

 

Após a verificação da ausência do endotélio funcional como descrito 

anteriormente, a solução de Tyrode (Tabela 1) das cubas foi trocada pela 

solução de Tyrode com KCl 20 mM (KCl 20) (Tabela 3) e as preparações 

permaneceram nesta solução até o final do experimento. Es

impede parcialmente o efluxo de K

abertura de canais para K

Decorridos 30 minutos da incubação da solução de KCl 20 mM, foi induzida 

uma nova contração tônica com FEN (10 

concentração-resposta para 

obtidos e comparados na 

(Figura 7).  

Figura 7: Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação da 

participação de canais para K

anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional
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Avaliação da participação de canais para K+ 

vasorelaxante induzida por EHRA em anéis de artéria mesentérica 

ficação da ausência do endotélio funcional como descrito 

anteriormente, a solução de Tyrode (Tabela 1) das cubas foi trocada pela 

solução de Tyrode com KCl 20 mM (KCl 20) (Tabela 3) e as preparações 

permaneceram nesta solução até o final do experimento. Este procedimento 

impede parcialmente o efluxo de K+ e atenua relaxamentos mediados por 

abertura de canais para K+ (CLARK; FUCHS, 1997; CAMPBELL, 1999)

Decorridos 30 minutos da incubação da solução de KCl 20 mM, foi induzida 

uma nova contração tônica com FEN (10 µM) e, em seguida, uma curva 

sposta para EHRA foi obtida. Os valores CE50

obtidos e comparados na ausência (controle) ou na presença de KCl 20 mM 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação da 

participação de canais para K+ na resposta vasorelaxante induzida por EHRA em 

anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional

Ruellia asperula 

 na resposta 

de artéria mesentérica de 

ficação da ausência do endotélio funcional como descrito 

anteriormente, a solução de Tyrode (Tabela 1) das cubas foi trocada pela 

solução de Tyrode com KCl 20 mM (KCl 20) (Tabela 3) e as preparações 

te procedimento 

e atenua relaxamentos mediados por 

(CLARK; FUCHS, 1997; CAMPBELL, 1999). 

Decorridos 30 minutos da incubação da solução de KCl 20 mM, foi induzida 

M) e, em seguida, uma curva 

50 e Emax foram 

de KCl 20 mM 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação da 

na resposta vasorelaxante induzida por EHRA em 

anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional. 
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4.3.2.3 Avaliação do efeito de 

contraídos com solução despolarizante de 

 

 

 

 

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar o efeito de 

anéis mesentéricos pré

apresenta um mecanismo de ação 

gerar aumento de tensão. Após a verificação da ausência do endotélio 

funcional como descrito anteriormente, 

cumulativamente aos anéis pré

isolados de ratos. A percentagem de relaxamento induzida por 

calculada pela comparação da resposta antes e após a adição do 

valores de CE50  e Emax também foram obtidos como foi de

(Figura 8). 

 

 

Figura 8: Representação esquemática do protocolo experimental 

avaliação do efeito de concentrações crescentes do EHRA  (1

artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, pré

com solução despolarizante (KCl 80 mM)
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Avaliação do efeito de EHRA em anéis mesentéricos pré

contraídos com solução despolarizante de KCl 80 mM 

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar o efeito de 

anéis mesentéricos pré-contraídos com um agente contracturant

apresenta um mecanismo de ação diferente do mecanismo da fenilefrina para 

gerar aumento de tensão. Após a verificação da ausência do endotélio 

funcional como descrito anteriormente, EHRA (1 – 300 µg/mL) foi adicionad

cumulativamente aos anéis pré-contraídos com KCl (80 mM)

A percentagem de relaxamento induzida por 

calculada pela comparação da resposta antes e após a adição do 

também foram obtidos como foi descrito anteriorment

Representação esquemática do protocolo experimental 

avaliação do efeito de concentrações crescentes do EHRA  (1-300 µg/mL) em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, pré

com solução despolarizante (KCl 80 mM). 

Ruellia asperula 

em anéis mesentéricos pré-

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar o efeito de EHRA em 

contraídos com um agente contracturante que 

fenilefrina para 

gerar aumento de tensão. Após a verificação da ausência do endotélio 

) foi adicionado 

ntraídos com KCl (80 mM) (Tabela 5) 

A percentagem de relaxamento induzida por EHRA foi 

calculada pela comparação da resposta antes e após a adição do extrato. Os 

scrito anteriormente. 

 

Representação esquemática do protocolo experimental utilizado para 

µg/mL) em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraídos 
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4.3.2.4 Avaliação do efeito de EHRA sobre a contração induzida por CaCl2 

 

 

 

Este protocolo foi realizado para investigar o efeito do EHRA sobre a 

contração induzida pelo CaCl2, com o objetivo de avaliar se a diminuição do 

influxo de cálcio para célula muscular lisa seria um mecanismo utilizado pelo 

EHRA para causar efeito vasorelaxante. Para avaliar esta hipótese, anéis 

mesentéricos foram expostos a uma solução despolarizante de KCl 60 mM 

(CUNHA, 2004) (Tabela 4) e em seguida foram lavados com solução de Tyrode 

nominalmente sem Ca2+ (Tabela 2), onde permaneceram nesse meio por 15 

minutos. Após esse período, o meio foi permutado por uma solução 

despolarizante de KCl 60 mM, nominalmente sem Ca2+ . A ausência de Ca2+ foi 

inferida pela falha da solução despolarizante nominalmente sem Ca2+ em 

produzir vasoconstrição. Posteriormente, foi obtida uma curva concentração-

resposta ao CaCl2 (10-6 – 3 x 10-2 M) (curva controle).  

O protocolo foi repetido, sendo que concentrações isoladas do EHRA 

(30 µg/mL, 100 µg/mL, ou 300 µg/mL) foram incubadas as preparações 

juntamente com a solução despolarizante de KCl 60 mM, nominalmente sem 

Ca2+ e uma nova curva concentração resposta ao CaCl2  (10-6 – 3 x 10-2 M) foi 

obtida. O efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por CaCl2 foi avaliado 

comparando-se as curvas de CaCl2 na ausência (controle) e na presença do 

extrato (Figura 9). 
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Figura 9: Representação esquemát

efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por concentrações cumulativas de 

CaCl2 (10-6 – 3 x 10-2 M) em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca

 

. 

 

 

4.3.2.5 Avaliação do efeito do EHRA sobre o in

dos canais para cálcio sensíveis a voltagem do tipo

  

 

Para avaliar o efeito 

canais para Ca2+ sensíveis a diidropiridinas, em anéis de artéria mesentér

superior isolada de rato 

8644, um ativador dos canais para Ca

AKAHANES et al., 1999). 

para obtenção da resposta ao S(

agonista foi obtida em meio contendo KCl 20 mM (SCHRAMM et al., 1983; 

DAVIE et al., 1998). 

Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações foram 

expostas a uma solução despolarizante de KCl 20 mM durante 30 minutos. 

Posteriormente, foi adicionado o S(
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Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por concentrações cumulativas de 

M) em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca

Avaliação do efeito do EHRA sobre o influxo de Ca

dos canais para cálcio sensíveis a voltagem do tipo-L (Cav-tipo

Para avaliar o efeito do EHRA sobre o influxo de Ca

sensíveis a diidropiridinas, em anéis de artéria mesentér

rato sem o endotélio funcional, foi utilizado o S(

8644, um ativador dos canais para Ca2+ sensíveis a diidropiridinas (ADACHI

AKAHANES et al., 1999). Devido uma despolarização parcial ser necessária 

para obtenção da resposta ao S(-)-Bay K 8644, a resposta contrátil a esse 

foi obtida em meio contendo KCl 20 mM (SCHRAMM et al., 1983; 

Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações foram 

expostas a uma solução despolarizante de KCl 20 mM durante 30 minutos. 

steriormente, foi adicionado o S(-)-Bay K 8644 (200 nM) e após a contração 

Ruellia asperula 

 

ica do protocolo experimental para avaliação do 

efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por concentrações cumulativas de 

M) em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca2+ 

fluxo de Ca2+ através 

tipo L) 

sobre o influxo de Ca2+ através dos 

sensíveis a diidropiridinas, em anéis de artéria mesentérica 

sem o endotélio funcional, foi utilizado o S(-)-Bay K 

sensíveis a diidropiridinas (ADACHI-

Devido uma despolarização parcial ser necessária 

osta contrátil a esse 

foi obtida em meio contendo KCl 20 mM (SCHRAMM et al., 1983; 

Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações foram 

expostas a uma solução despolarizante de KCl 20 mM durante 30 minutos. 

Bay K 8644 (200 nM) e após a contração 
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sustentada ter sido alcançada, concentrações crescentes de 

µg/mL) foram adicionadas à cuba de maneira cumulativa (

 

 

 

Figura 10: Representação esquemática

efeito de concentrações crescentes do EHRA (1

mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional, pré

)-Bay K 8644 (200 nM). 

 

 

4.2.2.6 Avaliação do ef

estoques intracelulares sensí

 

 

O efeito de EHRA (100; 300 µg/mL) sobre as contrações transientes 

promovidas pelo Ca2+ liberado dos estoques intracelulares sensíveis a IP

segundo mensageiro mobiliz

avaliado em anéis desprovidos do endotélio funcional.

As preparações foram expostas à solução despolarizante de K

(Tabela 4) durante 3 min

de Ca2+ (Tabela 2), decorridos 3 min
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sustentada ter sido alcançada, concentrações crescentes de EHRA

) foram adicionadas à cuba de maneira cumulativa (Figura 10

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito de concentrações crescentes do EHRA (1-300 µg/mL) em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional, pré-contraídos com S(

Avaliação do efeito do EHRA sobre a liberação de Ca

estoques intracelulares sensíveis ao IP3 

O efeito de EHRA (100; 300 µg/mL) sobre as contrações transientes 

liberado dos estoques intracelulares sensíveis a IP

segundo mensageiro mobilizante de cálcio via IP3R (ZHANG;LI, 2006) fo

avaliado em anéis desprovidos do endotélio funcional. 

As preparações foram expostas à solução despolarizante de K

(Tabela 4) durante 3 min. O tecido foi então lavado com solução de Tyrode livre 

), decorridos 3 min., a resposta contrátil à FEN (10 

Ruellia asperula 

EHRA  (1-300 

Figura 10). 

 

do protocolo experimental para avaliação do 

µg/mL) em anéis de artéria 

contraídos com S(-

eito do EHRA sobre a liberação de Ca2+ dos 

O efeito de EHRA (100; 300 µg/mL) sobre as contrações transientes 

liberado dos estoques intracelulares sensíveis a IP3, um 

R (ZHANG;LI, 2006) foi 

As preparações foram expostas à solução despolarizante de K+ 60mM 

O tecido foi então lavado com solução de Tyrode livre 

, a resposta contrátil à FEN (10 µM) foi 
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induzida na ausência do EHRA. Os anéis foram lavados e mantidos em 

solução nutritiva de Tyrode com níveis fisiológicos de Ca

durante quinze minutos, para retorno às cond

estoques intracelulares de Ca

obtenção de duas contrações transientes de magnitude similar. Em seguida, 

EHRA, em concentrações isoladas foi incubado juntamente com solução de 

Tyrode livre de Ca2+, durante 3 minutos e finalmente, a resposta contrátil à FEN 

(10 µM) na presença do EHRA, foi obtida. O efeito do EHRA foi calculado 

comparando-se a média das amplitudes das contrações na ausência (controle) 

e na presença do EHRA (

 

Figura 11: Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito de concentrações isoladas do EHRA (100 e 300

transientes induzidas por fenilefrina (10

isolada de rato sem o endotélio funcional

 

 

 

4.2.2.7 Avaliação do efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por 

Na3VO4 em artéria mesentérica superior isolada de rato

 

  

Esse protocolo foi realizado com o intuito de avaliar a possível ação do 

EHRA sobre a via RhoA-
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na ausência do EHRA. Os anéis foram lavados e mantidos em 

solução nutritiva de Tyrode com níveis fisiológicos de Ca2+ (2 mM) (Tabela 1) 

durante quinze minutos, para retorno às condições basais e reestocagem dos 

estoques intracelulares de Ca2+. O processo descrito foi repetido até a 

obtenção de duas contrações transientes de magnitude similar. Em seguida, 

EHRA, em concentrações isoladas foi incubado juntamente com solução de 

, durante 3 minutos e finalmente, a resposta contrátil à FEN 

M) na presença do EHRA, foi obtida. O efeito do EHRA foi calculado 

se a média das amplitudes das contrações na ausência (controle) 

e na presença do EHRA (Figura 11). 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito de concentrações isoladas do EHRA (100 e 300 µg/mL) sobre as contrações 

transientes induzidas por fenilefrina (10 µM) em anéis de artéria mesentérica superior 

a de rato sem o endotélio funcional. 

Avaliação do efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por 

em artéria mesentérica superior isolada de rato 

Esse protocolo foi realizado com o intuito de avaliar a possível ação do 

- Rho cinase, na sensibilização da maquinaria contrátil. 

Ruellia asperula 

na ausência do EHRA. Os anéis foram lavados e mantidos em 

(2 mM) (Tabela 1) 

ições basais e reestocagem dos 

. O processo descrito foi repetido até a 

obtenção de duas contrações transientes de magnitude similar. Em seguida, 

EHRA, em concentrações isoladas foi incubado juntamente com solução de 

, durante 3 minutos e finalmente, a resposta contrátil à FEN 

M) na presença do EHRA, foi obtida. O efeito do EHRA foi calculado 

se a média das amplitudes das contrações na ausência (controle) 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

µg/mL) sobre as contrações 

µM) em anéis de artéria mesentérica superior 

Avaliação do efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por 

Esse protocolo foi realizado com o intuito de avaliar a possível ação do 

Rho cinase, na sensibilização da maquinaria contrátil. 
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Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações passaram por um 

período de estabilização de 30 minutos. A seguir 

concentração-resposta para o 

potente ativador da via Rho

cadeia leve da miosina 

uma sensibilização da maquinaria contrátil, pela manutenção do estado 

fosforilado da cadeia leve de miosina. A seguir, a preparação foi lavada e 

passou por um novo período de estabilização de 1 h

adicionada uma concentração do EHRA (300

de tempo, uma nova curva concentração

efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por 

comparando-se as curvas para este na ausência (controle) e na presença do 

extrato (Figura 12). 

 

 

Figura 12: Representação esquemática do protocolo experime

efeito de concentração isolada do EHRA (300

ortovanadato (10-5-3x10-3 M

sem o endotélio funcional. 
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Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações passaram por um 

período de estabilização de 30 minutos. A seguir foi induzida 

resposta para o Na3VO4 (10-5-3x10-3 M) (ALCÓN

via RhoA-Rho cinase a qual leva à inibição da

 (ALCÓN, 2000). A contração pelo Na3VO

uma sensibilização da maquinaria contrátil, pela manutenção do estado 

o da cadeia leve de miosina. A seguir, a preparação foi lavada e 

passou por um novo período de estabilização de 1 hora. Em seguida foi 

ma concentração do EHRA (300 µg/mL) e, após um novo intervalo 

de tempo, uma nova curva concentração-resposta para o Na3VO

efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por Na3VO

se as curvas para este na ausência (controle) e na presença do 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito de concentração isolada do EHRA (300 µg/mL) sobre contrações induzidas por 

M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato 

 

Ruellia asperula 

Após a verificação da ausência de endotélio, as preparações passaram por um 

foi induzida uma curva 

(ALCÓN, 2000) um 

leva à inibição da fosfatase da 

VO4 ocorre por 

uma sensibilização da maquinaria contrátil, pela manutenção do estado 

o da cadeia leve de miosina. A seguir, a preparação foi lavada e 

ora. Em seguida foi 

µg/mL) e, após um novo intervalo 

VO4 foi obtida e o 

VO4 foi avaliado 

se as curvas para este na ausência (controle) e na presença do 

 

ntal para avaliação do 

µg/mL) sobre contrações induzidas por 

) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato 
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4.2.2.8 Avaliação do efeito do EH

fenilefrina na presença nifedipina

 

 

 Após a verificação 

utilizando KCl 60 mM que 

membrana e assim, abrir os canais para cálcio sensíveis à voltagem. A seguir 

foi adicionada nifedipina 1µM para bloquear os canais para cálcio sensíveis à 

voltagem e induzir relaxamento.

participação dos canais para potássio e dos can

voltagem no relaxamento

fenilefrina (10 µM) para induzir uma nova contração. No componente tônico da 

contração foi obtida uma curva concentração

µg/mL) para observar possíveis relaxamentos mediados por mecanismo 

diferente do bloqueio dos canais para cálcio sensíveis à voltagem e da ativação 

dos canais para potássio

 

Figura 13: Representação esquemática do protocolo experimental para 

efeito de concentrações crescentes do EHRA (1

induzidas por FEN (10 µM) na presença de KCl 60 mM e de nifedipina 1µM em anéis 

de artéria mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional
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Avaliação do efeito do EHRA sobre a contração induzida por 

fenilefrina na presença nifedipina 1 µM e KCl 60 mM. 

Após a verificação da ausência do endotélio, uma contração foi induzida 

mM que causa contração por induzir a despolariz

ir os canais para cálcio sensíveis à voltagem. A seguir 

foi adicionada nifedipina 1µM para bloquear os canais para cálcio sensíveis à 

voltagem e induzir relaxamento. Esses protocolos experimentais

participação dos canais para potássio e dos canais para cálcio sensíveis à 

voltagem no relaxamento (TSANG et  al., 2003). Após isso, foi adicionada 

fenilefrina (10 µM) para induzir uma nova contração. No componente tônico da 

uma curva concentração-resposta para o EHRA (1

) para observar possíveis relaxamentos mediados por mecanismo 

dos canais para cálcio sensíveis à voltagem e da ativação 

dos canais para potássio (Figura 13).   

 

Representação esquemática do protocolo experimental para 

efeito de concentrações crescentes do EHRA (1-300 µg/mL) sobre contrações 

induzidas por FEN (10 µM) na presença de KCl 60 mM e de nifedipina 1µM em anéis 

de artéria mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional

 

Ruellia asperula 

RA sobre a contração induzida por 

do endotélio, uma contração foi induzida 

despolarização da 

ir os canais para cálcio sensíveis à voltagem. A seguir 

foi adicionada nifedipina 1µM para bloquear os canais para cálcio sensíveis à 

protocolos experimentais minimizam a 

ais para cálcio sensíveis à 

Após isso, foi adicionada 

fenilefrina (10 µM) para induzir uma nova contração. No componente tônico da 

resposta para o EHRA (1 – 300 

) para observar possíveis relaxamentos mediados por mecanismo 

dos canais para cálcio sensíveis à voltagem e da ativação 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

µg/mL) sobre contrações 

induzidas por FEN (10 µM) na presença de KCl 60 mM e de nifedipina 1µM em anéis 

de artéria mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional. 
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4.4 Estudo dos efeitos do extrato do Extrato Hidroalcóolico de Ruellia 

asperula sobre a pressão arterial pulmonar média (PAPM) 

 

 

Duas diferentes abordagens foram utilizadas para avaliar o efeito do 

EHRA sobre a PAPM, um estudo agudo e um crônico. No estudo agudo o 

EHRA foi administrado intravenosamente em animais normotensos para avaliar 

seus efeitos sobre a PAPM. No estudo crônico o EHRA foi administrado via oral 

em animais com hipertensão arterial pulmonar induzida pela MCT sendo 

avaliados os efeitos sobre o ganho ponderal, a PAM e sobre a PAPM.  

 

 

4.4.1 Medida direta da PAM e PAPM em ratos anestesiados 

 

 

 

Os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico para 

implantação de catéteres na artéria e veia femorais esquerdas para a medida 

das PAM, como descrito no item 4.2.1 Em seguida os animais foram 

traqueostomizados e ventilados mecanicamente utilizando um cateter 

intravenoso medindo 4,8 cm e cujo diâmetro interno é de 2,1 mm (jelco® nº 14). 

Após isso, a cavidade torácica foi aberta e a artéria pulmonar dissecada. Um 

cateter intravenoso medindo 1,9 cm e cujo diâmetro interno é de 0,7mm (jelco® 

nº 24), foi inserido na artéria pulmonar via ventrículo direito. O cateter da artéria 

pulmonar foi conectado ao transdutor de pressão, o mesmo utilizado para a 

medida direta da pressão arterial sistêmica, e foram registrados os valores da 

PAPM.  
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4.4.2  Protocolo experimental utilizado nos estudos agudos 

 

 

4.4.2.1 Avaliação do efeito do EHRA sobre PAPM em ratos não 

anestesiados 

 

 

A pressão arterial pulmonar foi medida utilizando o procedimento 

descrito no item 4.4.1. Em seguida doses do EHRA (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg) 

foram administradas randomicamente e os efeitos sobre a pressão pulmonar 

foram observados e registrados, com intervalos de tempo suficiente para que 

os parâmetros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de 

base. Os valores de PAPM foram computados antes (valores da linha de 

base) e após a administração do EHRA, foram expressos em valores 

absolutos. 

 

 

4.4.3 Avaliação do efeito do tratamento crônico com o EHRA sobre a 

PAPM em animais com hipertensão pulmonar induzida por MCT 

 

 

 Os animais foram divididos em três grupos. Um grupo recebeu a injeção 

de solução salina (NaCl 0,9%) subcutânea. Num segundo grupo os animais 

receberam a injeção de MCT subcutaneamente (60 mg/Kg) em uma dose única 

e num terceiro grupo os animais tratados com MCT subcutaneamente 

receberam o EHRA via oral por gavagem orogástrica na dose de 100 mg/Kg 

duas vezes ao dia por 4 semanas. Nesse estudo os animais foram pesados 

semanalmente para avaliação do ganho ponderal.  

 Após um período de 4 semanas todos os animais foram submetidos ao 

procedimento cirúrgico para a medida da PAPM, como descrito anteriormente 

(Figura 14) Foram avaliados também os efeitos sobre a PAM nesses grupos. 
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Figura 14: Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito do EHRA (100 mg/Kg, v.o.) sobre a

 

 

4.5 Análise estatística

 

 

Os valores de CE

máxima) foram expressos como média 

Emáx (resposta máximo induzida pelo extrato)

erro padrão da média (e.p.m.). Foram

(pareado e não pareado) e análise de variância “one

teste de Bonferroni e os valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Os valores de CE

curvas individuais traçadas a partir dos valores percentuais das respostas 

induzidas pelo EHRA para cada experimento. Para estudar o efeito 

vasorelaxante induzido pelo EHRA, dois parâmetros farmacológicos foram 

analisados: o Emáx  e CE50
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Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

efeito do EHRA (100 mg/Kg, v.o.) sobre a PAM e a  PAPM  em ratos anestes

Análise estatística 

de CE50 (concentração efetiva que produz 50% da resposta 

expressos como média (intervalo de confiança) e

(resposta máximo induzida pelo extrato) foram expressos como 

o padrão da média (e.p.m.). Foram realizados os testes 

) e análise de variância “one-way” (ANOVA) 

os valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Os valores de CE50 foram obtidos através de regressão não

curvas individuais traçadas a partir dos valores percentuais das respostas 

induzidas pelo EHRA para cada experimento. Para estudar o efeito 

vasorelaxante induzido pelo EHRA, dois parâmetros farmacológicos foram 

50. 

Ruellia asperula 

 

Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do 

PAPM  em ratos anestesiados. 

(concentração efetiva que produz 50% da resposta 

e os valores de 

foram expressos como média ± 

realizados os testes “t” de Student 

way” (ANOVA) com o pós-

os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. 

através de regressão não-linear das 

curvas individuais traçadas a partir dos valores percentuais das respostas 

induzidas pelo EHRA para cada experimento. Para estudar o efeito 

vasorelaxante induzido pelo EHRA, dois parâmetros farmacológicos foram 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Efeitos do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM) e 

Freqüência Cardíaca (FC) em ratos normotensos não anestesiados

 

 

 

Os valores basais de PAM e FC dos animais antes da

do EHRA foram respectivamente de 

administração do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) induziu uma resposta 

transiente caracterizada por hipotensão  (% PAM = 

-13,6  ± 1,54; -15,7  ± 1,6 

taquicardia (% FC = 2,5 

1,3, respectivamente) de maneira dependente de dose

anova “one-way” para a comparação ent

PAM e % de FC)  (n=7) (Figura

 

 

 

Figura 15: Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes do 

EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, i.v.) sobre a PAS, PAM, PAD (A) e FC (B)

normotenso não anestesiado. As setas indicam o momento da administração do EHRA
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Efeitos do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM) e 

Freqüência Cardíaca (FC) em ratos normotensos não anestesiados

Os valores basais de PAM e FC dos animais antes da

do EHRA foram respectivamente de 124 ± 4 mmHg e 366 

administração do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) induziu uma resposta 

transiente caracterizada por hipotensão  (% PAM = -4,40  ±  1,14;

1,6 e  -16,8  ± 1,6  , respectivamente) associada a uma 

  ±  1,3; 11,0  ±  1,8; 13,6  ±  1,4; 19,2  ±

respectivamente) de maneira dependente de dose (foi realizado o teste 

para a comparação entre os valores encontrados

(n=7) (Figuras 15 A, 15 B, 16 A e 16 B).   

Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes do 

EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, i.v.) sobre a PAS, PAM, PAD (A) e FC (B)

normotenso não anestesiado. As setas indicam o momento da administração do EHRA

Ruellia asperula 

Efeitos do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM) e 

Freqüência Cardíaca (FC) em ratos normotensos não anestesiados 

Os valores basais de PAM e FC dos animais antes da administração 

 ± 13 bpm. A 

administração do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) induziu uma resposta 

1,14; -11,3  ± 0,96; 

, respectivamente) associada a uma 

±  2,0 e 17,1  ±  

realizado o teste 

re os valores encontrados de % de 

 

Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes do 

EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, i.v.) sobre a PAS, PAM, PAD (A) e FC (B) em rato 

normotenso não anestesiado. As setas indicam o momento da administração do EHRA 
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Figura 16: Efeitos do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM, %) (A) e 

Freqüência Cardíaca (FC, %) (B)

foram expressos como média ± e.p.m. de 7 experimentos
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do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM, %) (A) e 

Freqüência Cardíaca (FC, %) (B) em ratos normotensos não anestesiado

pressos como média ± e.p.m. de 7 experimentos. 

 

 

 

 

 

 

Ruellia asperula 

 

do EHRA sobre a Pressão Arterial Média (PAM, %) (A) e 

em ratos normotensos não anestesiados. Os valores 
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5.2 Efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por FEN em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de rato na presença ou ausência do 

endotélio funcional 

 

 

A administração cumulativa do EHRA (1 – 300 µg/mL) induziu um 

vasorelaxamento dependente de concentração em anéis intactos de artéria 

mesentérica superior isolada de rato, pré-contraídos com FEN (10 µM) (Figuras 

17 e 18). A remoção do endotélio não alterou a resposta vasorelaxante 

induzida pelo EHRA, com demonstrado pelos valores de CE50 obtidos de 

artérias com endotélio intacto (CE50 = 51,47 (44,48 - 59,56), µg/mL n=4) e 

artérias em que o endotélio foi removido (CE50 = 50,34 (44,07 – 57,51) µg/mL, 

n=6). Também, a percentagem de relaxamento máximo (Emáx) induzida pelo 

EHRA não foi alterada pela remoção do endotélio, os valores de Emáx foram 

98,8 ± 10,68% e 98,43 ± 5,65% para artérias com ou sem o endotélio funcional, 

respectivamente (Figura 18). 

O tempo necessário para que fossem obtidas as respostas máximas 

para cada concentração do EHRA variou entre 15 e 20 min. No final dos 

experimentos, a reversão do relaxamento produzido pelo EHRA foi obtida após 

1 hora de sua retirada das cubas através da troca de solução de Tyrode e 

verificação da responsividade do tecido a FEN (10 µM). A reversibilidade foi 

rotineiramente observada para assegurar que o relaxamento não foi devido a 

alterações na contractilidade do tecido (dados não mostrados). 

A adição do EHRA não foi capaz de modificar, de maneira significativa, 

o tônus basal, tanto em anéis com endotélio funcional intacto quanto em anéis 

com endotélio funcionalmente removido (dados não mostrados).  
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Figura 17: Registro original representativo ilustrando o efeito de concentrações 

crescentes do EHRA (1 - 300 µg/mL) sobre a contração induzida por FEN 10 µM. 

 

 

 

 

Figura 18: Curvas concentração-resposta para o EHRA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio funcional pré-contraídos 

com FEN (10 µM). Os valores de CE50 estão expressos como média (intervalo de 

confiança), n = 4 – 6. 
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5.3 Efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por FEN na 

presença de KCl 20 mM em anéis de artéria mesentérica superior isolada 

de rato sem endotélio funcional 

 

 

Para avaliarmos a participação de canais para K+ na resposta 

vasorelaxante induzida pelo EHRA realizamos estudos com anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional e pré-contraídos 

com FEN (10 µM), na presença de solução de KCl 20 mM. A curva 

concentração-resposta para EHRA em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de rato pré-tratados com KCl 20 mM está representada na figura 19. O 

bloqueio parcial do efluxo de K+ com o aumento da concentração K+ 

extracelular ([K+]e) para 20 mM não alterou significantemente o 

vasorelaxamento dependente de concentração induzido pelo EHRA (1 – 300 

µg/mL) (CE50 = 61,74 (55,41 – 68, 79) µg/mL e Emáx = 105,76 ± 7,39 % n = 6). 

 

 

 

Figura 19: Curvas concentração-resposta para o EHRA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional na presença de [K+] = 4 
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mM ou [K+] = 20 mM pré-contraídos com fenilefrina (10 µM). Os valores de CE50 estão 

expressos como média (intervalo de confiança), n = 6. 

 

5.4 Efeito do EHRA sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada 

de rato, sem endotélio funcional, pré-contraídos com KCl 80 mM 

 

 

EHRA (1 - 300µg/mL) induziu vasorelaxamento dependente de 

concentração em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-

contraídos com solução despolarizante (KCl 80 mM). A curva concentração-

resposta para EHRA, em anéis sem endotélio funcional pré-contraídos com KCl 

80 mM não foi alterada na presença desse agente contracturante como pode 

ser observado na figura 20 (CE50 = 44,65 (40,32 – 49,44) µg/mL  n = 4) e Emáx 

= 98,34 2,67 %), quando comparado aos anéis sem endotélio funcional pré-

contraídos com FEN (10 µM) (CE50 = 50,34 (44,07 – 57,51) µg/mL, n=6) e Emáx 

= 98,43 ± 5,65 %.   

 

 

Figura 20: Curvas concentração-resposta para o EHRA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraídos com 

fenilefrina (10 µM) ou KCl 80 mM. Os valores de CE50 estão expressos como média 

(intervalo de confiança), n = 4 – 6. 
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5.5 Efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por CaCl2 em meio 

despolarizante e nominalmente sem Ca2+ em anéis de artéria mesentérica 

isolada de rato, sem endotélio funcional 

 

 

A administração cumulativa de CaCl2 (10-6 - 3x10-2 M) promoveu uma 

contração dependente de concentração em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de rato sem endotélio funcional incubados com solução 

despolarizante (KCl 60 mM) e nominalmente sem Ca2+. Quando os anéis foram 

incubados com EHRA (100 ou 300 µg/mL) a contração induzida por CaCl2 foi 

significativamente reduzida de maneira dependente de concentração. No 

entanto, concentração de 30 µg/mL não foi capaz de inibir as contrações 

induzidas por CaCl2 (Figura 21A). EHRA na concentração de 300 µg/mL inibiu 

cerca de 62% da contração induzida por CaCl2, sendo este o efeito máximo 

observado com  o extrato em estudo (Figura 21B). 
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Figura 21: Curvas concentração-resposta para CaCl2 em solução despolarizante (KCl 

60mM) nominalmente sem Ca2+ em anéis de artéria mesentérica superior isolada de 

rato, sem endotélio funcional, na ausência (controle) e na presença de concentrações 

isoladas do EHRA (30, 100 ou 300 µg/mL) (A) e valores de Emáx (B) para os resultados 

obtidos na ausência (controle) e na presença do extrato. Os resultados estão 

expressos como média ± e.p.m. , n = 8-11. 

 

 

A

B
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5.6 Efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por S(-)-Bay K 8644 em 

anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio 

funcional 

 

 

 

A administração cumulativa do EHRA (1 – 300 µg/mL) induziu um 

vasorelaxamento dependente de concentração em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraídos com S(-)-Bay 

K 8644 (200 nM) (CE50 = 101,3 (93,08 –110,1) µg/mL e Emáx = 106,69 ± 11,93 

%, n=5) (Figura 22).  

 

 

 

 

Figura 22: Curva concentração-resposta para o EHRA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraídos com S(-)-

Bay k 8644 (200 nM). Os valores de CE50 estão expressos como média (intervalo de 

confiança), n = 5. 

 

Quando comparamos os valores de CE50 observamos que não há 

diferença nos resultados encontrados para o relaxamento induzido pelo EHRA 
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nas diferentes condições experimentais, com exceção do Bay k 8644 que é 

diferente significantemente dos demais grupos (Figura 23). 

 

 

 

 

 

Figura 23: Valores de CE50 para o EHRA em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de rato em diferentes condições experimentais, *p< 0,05 vs demais grupos.  

 

 

 

5.7 Efeito do EHRA sobre as contrações transientes induzidas por FEN 

(10 µµµµM) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato 

 

 

 

Em meio livre de Ca2+, as contrações transientes induzidas por FEN (10 

µM) não foram modificadas na presença de concentrações isoladas de EHRA 

(30 e 300 µg/mL). No entanto, houve diferença estatística na concentração de 

100 µg/mL do EHRA (Figura 24). 
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Figura 24: Efeito do EHRA (30, 100 e 300 µg/mL) sobre as contrações transientes 

induzidas por FEN (10 µM) em anéis de artéria mesentérica superior de rato, sem 

endotélio funcional. Os valores estão expressos como média ± e.p.m. n = 4 - 6 

 

 

 

5.8 Efeito do EHRA sobre as contrações induzidas por Na3VO4 (10-5 – 

3x10-5 M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato 

 

 

 

A adição cumulativa de Na3VO4 (10-5 – 3x10-5 M) induziu contração de 

maneira dependente de concentração. Após as lavagens, uma segunda 

contração foi obtida (experimento controle), obtendo-se o mesmo nível de 

contração, (dados não mostrados). A reversão aconteceu após um período de 

1 hora. Nos experimentos realizados na presença do EHRA (300 µg/mL), não 

houve alteração do efeito máximo para a contração induzida pelo ortovanadato. 

(Figura 25).  
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Figura 25: Curvas concentração-resposta para ortovanadato (10-5 – 3x10-3 M) na 

ausência (controle) e presença do EHRA (300 µg/mL), em artéria mesentérica superior 

isolada de rato sem endotélio funcional. Os resultados estão expressos como média ± 

e.p.m, n= 5. 

 

 

 

5.9 Efeito do EHRA sobre a contração induzida por fenilefrina na presença 

nifedipina e KCl 60 mM. 

  

 

O relaxamento induzido pelo EHRA em anéis pré-contraídos com FEN 

(10 µM) na presença de solução de KCl 60 mM e nifedipina (1µM) foi 

significantemente atenuado  com diferenças significantes nos valores da CE50 

(p< 0,05) e Emáx (p< 0,001) (CE50 = 69,01 (60,06 – 79,28 µg/mL) (Emáx = 58,69 

± 5,04 %) quando comparado ao resultado encontrado nos experimentos 

realizados apenas na presença da FEN (10 µM) ) (CE50 = 50,34 (44,07 – 57,51) 

µg/mL, n=6) e Emáx = 98,43 ± 5,65 % (Figura 26).   
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Figura 26: Curvas concentração-resposta para o EHRA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraídos com 

fenilefrina (10 µM) na ausência (controle) e na presença de KCl 60 mM e nifedipina 1 

µM. Os valores de CE50 estão expressos como média (intervalo de confiança), n = 6. 

 
 

 

5.10 Efeito da administração aguda de EHRA sobre a PAPM em animais 

normotensos anestesiados 

 

 

 

 Nesse experimento foi avaliada a PAPM em animais normotensos 

anestesiados antes e após a administração intravenosa aguda do EHRA. Com 

a adição do EHRA (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg) não houve alterações significantes 

sobre a PAPM dos ratos (PAPM mmHg = 37 ± 0,47; 38 ± 4,7; 34 ± 4,5; 38 ± 2 e 

34 ± 2, respectivamente) quando comparados com os valores antes da 

administração do extrato (PAPM mmHg = 33 ± 1), (Figura 27). 
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Figura 27: Efeitos da administração aguda do EHRA (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) 

sobre a Pressão Arterial Pulmonar Média (PAPM, mmHg) em ratos normotensos 

anestesiados. Os valores foram expressos como média ± e.p.m., n = 4. 

 

 

 

 

5.11 Efeito da administração crônica do EHRA sobre a Pressão Arterial 

Pulmonar Média em animais anestesiados pré-tratados com 

monocrotalina 

 

 

 

A MCT foi capaz de induzir hipertensão pulmonar, como observado nos 

valores da PAPM encontrados para os animais tratados com MCT (54,6 ± 4,2 

mmHg),comparados com aqueles encontrados para os animais com PAPM 

normais (31,4 ± 2,1 mmHg). Os resultados foram significantemente diferentes 

(p<0,001). O tratamento crônico com o EHRA na dose de 100 mg/kg via oral 2 

vezes ao dia durante 28 dias foi capaz de diminuir significantemente (p<0,05) a 

PAPM (33,7 ± 9,57 mmHg) quando comparado com os resultados dos animais 

com hipertensão pulmonar induzida pela MCT (60 mg/kg s.c.) (Figura 28). 
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Figura 28: Efeitos do tratamento crônico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.o.) sobre 

a Pressão Arterial Pulmonar Média (PAPM, mmHg) de animais tratados com 

monocrotalina (60 mg/ Kg s.c.). Os valores foram expressos como média ± e.p.m., n = 

4  (***p< 0,001 vs  salina; #p<0,05 vs MCT).  

 

 

5.12 Efeito da administração crônica do EHRA sobre a Pressão Arterial 

Sistêmica Média em animais anestesiados pré-tratados com 

monocrotalina  

 

 

 

 

A MCT não causou alterações na PAM (125,7 ± 4,5 mmHg) quando 

comparados com os valores da PAM dos animais tratados com salina (122,7 ± 

2,12 mmHg). O tratamento crônico com o EHRA na dose de 100 mg/kg via oral 

2 vezes ao dia durante 28 dias não foi capaz de alterar significantemente a 

PAM (123,0 ± 7,1 mmHg) quando comparado com os resultados dos animais 

dos demais grupos (Figura 29). 
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Figura 29: Efeito do tratamento crônico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.o.) sobre a 

Pressão Sistêmica Arterial Média (PAM, mmHg) de animais tratados com 

monocrotalina (60 mg/ Kg s.c.).  Os valores foram expressos como média ± e.p.m., n = 

4. 

 

 

5.13 Efeito da administração crônica do EHRA sobre o peso corpóreo de 

animais pré-tratados com monocrotalina  

 

 

 

  

Os animais tratados com salina tiveram um ganho de peso durante os 28 

dias de observação de 41,2 ± 3,2 g. O tratamento com uma única dose de MCT 

(60 mg/Kg, s.c.) induziu uma diminuição do ganho de peso (22, 6 ± 2,2 g) em 

relação ao grupo tratado com salina. No grupo tratado com MCT (60 mg/Kg, 

s.c.) que recebeu o EHRA na dose de 100 mg/kg via oral 2 vezes ao dia 

durante 28 dias também houve um menor ganho ponderal (26,5 ± 1,3 g),  não 

sendo extrato capaz de inibir o efeito da MCT sobre esse parâmetro (Figura 

30). 
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Figura 30: Efeito do tratamento crônico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.o.) sobre a 

variação do peso corpóreo de animais tratados com monocrotalina (60 mg/ Kg s.c.).Os 

valores foram expressos como média ± e.p.m., n = 4  (***p< 0,001 vs salina; **p<0,05 

vs salina).  
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6  DISCUSSÃO 

 

 

Os principais resultados deste estudo foram que o extrato 

hidroalcoólico de Ruellia asperula tem atividade hipotensora em ratos 

normotensos não anestesiados, induz vasorelaxamento em artéria mesentérica 

superior isolada de rato e promove inibição da instalação da hipertensão 

pulmonar no modelo de hipertensão pulmonar induzida pela monocrotalina 

através do tratamento crônico via oral, sem alterar a pressão arterial média 

sistêmica, mas levando a uma diminuição no ganho de peso desses animais. 

Além disso o EHRA não altera a pressão arterial pulmonar média em animais 

normotensos de maneira aguda pela administração intravenosa. O efeito 

relaxante induzido pelo EHRA parece ser mediado por uma inibição do influxo 

de Ca2+ através dos Cav, levando a uma diminuição da [Ca2+]i e conseqüente 

relaxamento do músculo liso vascular, além disso, os resultados sugerem que 

não só esse mas, um segundo mecanismo pode ainda ter participação no 

efeito vasorelaxante, o qual ainda deve ser elucidado, haja vista que o EHRA 

promoveu relaxamento em anéis previamente tratados com bloqueador desses 

canais. Estudos posteriores serão necessários para melhor esclarecer esse 

mecanismo.  

A avaliação do efeito da administração aguda do EHRA sobre a 

pressão arterial e freqüência cardíaca em ratos foi realizada em animais não 

anestesiados, uma vez que, a anestesia modifica os níveis de PA e FC além do 

funcionamento dos principais sistemas envolvidos na regulação da PA, tais 

como o sistema renina-angiotensina, o sistema nervoso simpático e o 

barorreflexo (FLUCKIGER et, al., 1985; DORWARD et al., 1985), produz 

depressão de algumas sinapses do sistema nervoso central, alterando as 

respostas autonômicas (KORNER et, al., 1968; WHITE; MCRITCHIE, 1973; 

ZIMPFER et al., 1982), além de outros efeitos prejudiciais sobre os sistemas 

básicos de controle fisiológico da PA (FLUCKIGER et al., 1985; SMITH; 

HUTCHINS, 1980).  

Em animais normotensos não anestesiados a administração aguda do 

EHRA levou a uma resposta transiente de maneira dependente de dose, 
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caracterizada por uma hipotensão associada a uma taquicardia provavelmente 

de origem reflexa, assim, possivelmente, o EHRA estaria agindo sobre a 

resistência periférica, através do relaxamento vascular para causar hipotensão.  

Como a pressão arterial média é o produto da resistência periférica 

vascular pelo débito cardíaco, resolvemos avaliar se a hipotensão induzida pelo 

EHRA envolveria a participação do relaxamento vascular no modelo de artéria 

mesentérica superior isolada de rato. Como resultado tivemos que o EHRA foi 

capaz de induzir relaxamento desse vaso na presença da fenilefrina (10 µM) 

(um agonista α-1 adrenérgico), sugerindo que a hipotensão causada pelo 

EHRA provavelmente ocorre através da diminuição da resistência periférica 

vascular.  

Durante a década passada, novas funções para a célula endotelial 

foram sendo descobertas, e o endotélio vascular conceitualmente deixou de ser 

uma barreira passiva entre o tecido e o sangue e passou a seu status atual de 

órgão multifuncional e integrado, principalmente a partir da descoberta do 

chamado fator relaxante derivado do endotélio e sua posterior identificação 

como óxido nítrico (FURCHGOTT, ZAWADZKY, 1980). Na literatura estudos 

mostram o importante papel desempenhado pelos fatores vasorelaxantes 

difusíveis produzido pelo endotélio vascular, atualmente descritos como óxido 

nítrico (espécie reativa de oxigênio), prostaglandinas (metabólitos do ácido 

araquidônico) e um terceiro fator ainda não caracterizado chamado fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio, no controle do tônus vascular e pressão 

sangüínea (FELETOU; VANHOUTTE, 2006). Assim como, a participação do 

endotélio nos relaxamentos induzidos por uma variedade de substâncias 

químicas, endógenas e exógenas (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; COHEN; 

VANHOUTTE, 1995; CHAUHAN et al., 2003). Diante destas considerações, 

passamos a avaliar a influência do endotélio funcional na resposta 

vasorelaxante induzida pelo EHRA, para tanto, utilizamos preparações em que 

o endotélio foi mecanicamente removido e comparamos com a resposta 

relaxante do extrato na presença e na ausência do mesmo. Observamos então 

que o EHRA relaxa de forma equipotente as contrações induzidas por FEN na 

presença e na ausência do endotélio funcional, levando-nos a sugerir que o 

vasorelaxamento produzido pelo EHRA, em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de rato, não parece ser mediado por fatores vasoativos 
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liberados pelo endotélio vascular, mas provavelmente devido a um efeito direto 

do extrato sobre o músculo liso arterial.  

Nas células de músculo liso, a hiperpolarização ou repolarização 

podem ser produzidas por agentes que ativam os canais para K+, levando ao 

efluxo desses íons e conseqüente vasodilatação (GURNEY, 1994; NELSON; 

QUAYLE, 1995). Os canais para K+ têm um importante papel na homeostasia 

da pressão sanguínea, pela regulação das funções vasculares das células 

musculares lisas e cardiomiócitos (BERG, 2002). 

Uma propriedade típica das drogas que promovem vasorrelaxamento 

por ativarem canais para K+ é que elas efetivamente inibem a contração da 

musculatura vascular produzida por um aumento moderado na concentração 

de K+ extracelular (< 40 mM), porém não são efetivas quando a concentração 

de K+ é alterada para níveis mais altos. Isto porque em elevadas concentrações 

de K+, o potencial de membrana da célula muscular lisa está próximo do 

potencial de equilíbrio do K+, onde não ocorre efluxo deste íon, e, portanto, a 

hiperpolarização é evitada. Esta propriedade permite estabelecer distinção 

entre os ativadores de canais para K+ e os bloqueadores de canais para Ca2+, 

que demonstram comportamento diferenciado nesta circunstância (GURNEY, 

1994). 

Baseado na importância dos canais para K+ na regulação de funções 

vasculares resolvemos avaliar a participação destes canais na resposta 

vasorelaxante induzida pelo EHRA utilizando preparações incubadas com KCl 

20 mM, condição em que promove bloqueio parcial do efluxo de K+ e atenua 

desta forma relaxamentos mediados por abertura de canais para K+ (GURNEY, 

1994; CLARK; FUCHS, 1997). O EHRA causou vasorelaxamento nas 

preparações onde os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato 

foram pré-contraídos com FEN na presença de KCL 20 mM. O fato do efeito 

vasorelaxante induzido pelo EHRA não ter sido alterado nessa condição sugere 

que a resposta relaxante induzida pelo EHRA parece não envolver estes 

canais. 

Com a finalidade de observar a resposta do EHRA frente a contrações 

geradas por um diferente estímulo, passamos a avaliar o efeito do EHRA em 

preparações pré-contraídas com solução despolarizante de KCl 80 mM. Já é 

bem descrito na literatura que contrações induzidas por altas concentrações de 
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K+, nas células de músculo liso, são mediadas por uma despolarização de 

membrana e um aumento do influxo de Ca2+ através dos Cav (GODFRAIND; 

KABA, 1969; SOMLYO; SOMLYO, 1994). Este é um passo em comum da 

contração gerada por agonistas de receptores acoplados a proteina Gq/11 (ex. 

FEN), em células de musculo liso, onde a contração é resultado da mobilização 

de ambos Ca2+ intracelular e extracelular (KITAZAWA; MASUO; SOMLYO, 

1991; KARAKI et al., 1997). O EHRA foi capaz de relaxar as contrações 

induzidas por altas concentrações de K+ de maneira semelhante à contração 

induzida por FEN. Esse resultado sugere que o efeito vasorelaxante induzido 

pelo EHRA possa envolver o bloqueio de canais para Ca2+ dependentes de 

voltagem.  

Para verificar a hipótese de que o EHRA estaria bloqueando o influxo 

de Ca2+ através dos Cav, avaliou-se o efeito do extrato frente às contrações 

induzidas por CaCl2, em meio despolarizante nominalmente sem Ca2+. Este 

protocolo experimental baseia-se no fato de que as contrações são geradas, 

quase que exclusivamente, pelo influxo de Ca2+, já que a despolarização 

promovida por concentração elevada de K+ extracelular induz a abertura dos 

Cav. O EHRA antagonizou de maneira dependente de concentração as 

contrações induzidas por CaCl2  nas duas maiores concentrações.  

Esses resultados em conjunto, sugerem que o efeito vasorelaxante 

induzido pelo EHRA pode ser devido a uma possível inibição dos Cav 

resultando em uma diminuição no influxo de Ca2+ no músculo liso de artéria 

mesentérica superior de rato.  

As células musculares lisas vasculares expressam dois tipos principais 

de Cav, os Cav1 (tipo-L) e os Cav3 (tipo-T). Os Cav1 (tipo-L), mais recentemente 

referidos como Cav 1.2 (CATERRAL et al., 2005), são os mais expressos, desta 

forma, exercendo um papel importante na determinação da pressão sanguínea 

sendo seus bloqueadores uma importante classe de drogas anti-hipertensivas 

(CRIBBS, 2006). 

Com o intuito de avaliar o subtipo de Cav envolvido na resposta 

vasorelaxante induzida pelo EHRA, analisou-se seu efeito sobre as contrações 

tônicas induzidas pelo derivado diidropiridínico S(-)-Bay K 8644, um ativador 

seletivo dos Cav1 tipo-L (SCHRAMM et al., 1983). EHRA causou relaxamento 

das contrações tônicas induzidas por S(-)-Bay K 8644 de maneira dependente 
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de concentração, entretanto com potência menor do que aquelas obtidas 

quando as contrações foram induzidas por FEN ou KCl 80 mM. Esses dados 

sugerem o envolvimento dos Cav tipo-L na resposta vasorelaxante induzida 

pelo EHRA, porém, não descartando o envolvimento de outros mecanismos 

nesta resposta.  

Vários produtos naturais derivados de plantas causam vasodilatação 

por alterar o metabolismo do Ca2+ nas células de músculo liso vascular 

(MCNEILL; JURGENS, 2006). De fato, o aumento e a diminuição da 

concentração de Ca2+ intracelular são os principais sinais que iniciam 

respectivamente, a contração e o relaxamento musculares. O aumento da 

[Ca2+]i em células de músculo liso vascular é principalmente controlada pelo 

influxo de Ca2+ e a mobilização de Ca2+ dos estoques intracelulares (KARAKI et 

al., 1997). 

O bloqueio dos Cav é apenas um dos mecanismos que podem levar ao 

relaxamento. Como foi observado, o efeito vesorelaxante do EHRA é mediado 

pela inibição do influxo de cálcio através desses canais e que a ativação dos 

canais para potássio não está envolvida nessa resposta. No entanto pôde ser 

observado nos resultados que este não era o único mecanismo de 

vasorelaxamento do EHRA. Resolvemos avaliar se outros mecanismos 

estariam envolvidos no efeito vasorelaxante de EHRA. Para isso realizamos um 

experimento no qual a participação desses mecanismos está inibida utilizando 

para isto uma solução de alto potássio que leva à inibição dos canais para 

potássio e em seguida utilizamos a nifedipina para inibir a participação dos Cav. 

Este último procedimento levou a um relaxamento mediado pela inibição 

desses canais. A solução de KCl 60 mM teve como objetivo adicional 

evidenciar a atividade da nifedipina que foi confirmada com o relaxamento da 

contração induzida pelo KCl 60 mM. Em seguida foi testado o EHRA sob essas 

condições frente a uma contração induzida pela fenilefrina. Como resultado 

observamos que o EHRA foi capaz de induzir relaxamento, mas com uma 

menor potência. Isto sugere que o relaxamento induzido pelo EHRA envolve 

outros mecanismos além da inibição do influxo de cálcio.  

 Tem sido bem documentado que a mobilização de Ca2+ está envolvida 

na resposta vascular de muitas substâncias vasoativas. O inositol 1,4,5-tris-

fosfato (IP3) foi reconhecido como o primeiro mensageiro secundário a mediar 
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respostas vasculares de vários agonistas tais como noradrenalina, 

angiotensina II, vasopressina, endotelina, tromboxano A2 e outros (ZHANG; LI, 

2006). Nesta via de sinalização, agonistas atuando através dos seus 

respectivos receptores levam à ativação da fosfolipase Cβ,via da proteína Gq/11, 

a qual converte fosfatidilinositol-4, 5,-bifosfato (PIP2) em IP3 e diacilglicerol 

(DAG). O IP3 induz a liberação de Ca2+ através dos receptores sensíveis ao IP3 

(IP3R) no retículo sarcoplasmático levando a um aumento do [Ca2+]i 

(THORNELOE; NELSON, 2005). Os eventos de liberação de Ca2+ mediados 

por IP3R são chamados “puffs” de Ca2+ (THORNELOE; NELSON, 2005).  

Existem muitos agonistas ou estímulos que induzem a liberação de 

Ca2+ dos estoques intracelulares independente da via do IP3, por exemplo a 

cafeína, a rianodina e o próprio Ca2+, que induzem a mobilização de Ca2+ do 

retículo sarcoplasmático através da ativação dos receptores de rianodina 

(RYR). Os RYRs são canais para Ca2+, análogos aos IP3Rs,   presentes na 

membrana do retículo sarcoplamático que são abertos por ligação do Ca2+ em 

um sítio citoplasmático do canal (THORNELOE; NELSON, 2005). Os eventos 

de liberação de Ca2+ mediados por RYRs são chamados “sparks” de Ca2+ 

(JAGGAR et al., 2000). 

Baseado na importância dos sinais de Ca2+ gerados por IP3Rs e RYRs 

para as funções vasculares resolvemos avaliar a participação da mobilização 

de Ca2+ dos estoques intracelulres sensíveis a IP3 na resposta vasorelaxante 

induzida pelo EHRA. Para isso, foram geradas contrações transientes 

induzidas por 10 µM FEN em meio livre de Ca2+. Nestas condições, essas 

contrações são mediadas apenas via a liberação de Ca2+ dos estoques 

intracelulares. A incubação do EHRA, nas mesmas condições, não alterou as 

contrações transientes induzidas por FEN, havendo diferença estatística 

apenas na concentração de 100 µg/mL o que não é sugestivo de mecanismo 

de vasorelaxamento já que ocorreu numa concentração isolada do EHRA. 

Esses resultados sugerem que o EHRA provavelmente não interfere com a 

mobilização de Ca2+ induzida por IP3 (ativada pela FEN). Em estudos 

posteriores serão realizados experimentos para avaliar o efeito do EHRA sobre 

os RYRs. 
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 A ativação da cinase da cadeia leve de miosina dependente de cálcio e 

o estado de fosforilação da cadeia leve de miosina são regulados pela 

fosfatase da cadeia leve de miosina, que remove a ligação fosfato de alta 

energia da cadeia leve de miosina para promover o relaxamento do músculo 

liso. São três subunidades da fosfatase da cadeia leve de miosina: uma de 37 

kDa, que é a subunidade catalítica, uma de 20 kDa, que é uma subunidade 

variável, e uma de 110 a 130 kDa, que é a subunidade de ligação à miosina. A 

subunidade de ligação à miosina, quando fosforilada, inibe a atividade 

enzimática da fosfatase da cadeia leve de miosina, permitindo que a cadeia 

leve de miosina permaneça fosforilada, deste modo promovendo contração. A 

pequena proteína G RhoA e seu alvo abaixo na cascata, Rho cinase, têm um 

importante papel na regulação da atividade da fosfatase da cadeia leve de 

miosina. Rho cinase, uma cinase de resíduos de serina e treonina, fosforila a 

subunidade de ligação da fosfatase da cadeia leve de miosina, inibindo sua 

atividade e assim promovendo o estado fosforilado da cadeia leve de miosina. 

A inibição da Rho cinase induz relaxamento em segmentos de músculo liso 

contraídos com diferentes agonistas. No animal intacto, os inibidores 

farmacológicos da Rho cinase causam relaxamento do músculo liso arterial, 

resultando na diminuição da pressão arterial. Inibidores farmacológicos 

seletivos dessas proteínas têm sido desenvolvidos e são agora amplamente 

utilizados experimentalmente para investigar o papel dessa via de sinalização 

na função vascular. Rho e Rho-cinase têm atraído crescente interesse como 

um resultado de emergentes evidências para seus papéis na patogênese de 

várias desordens cardiovasculares, incluindo hipertensão, vasoespasmos 

coronariano e cerebral, aterosclerose e diabetes, e são agora considerados 

importantes alvos terapêuticos para o futuro. Drogas que interferem com a via 

Rho-Rho cinase são amplamente utilizadas na pesquisa de novas drogas 

(BUDZIN et  al., 2006).  

Para avaliar a participação do EHRA na via Rho- Rho cinase realizamos 

experimento na presença do ortovanadato, que leva à inibição da fosfatase da 

cadeia leve de miosina. Como resultado tivemos que o EHRA não foi capaz de 

inibir a contração induzida pela sensibilização da maquinaria contrátil, 

sugerindo assim que o relaxamento induzido pelo EHRA não envolve a 

participação da via RhoA-Rho cinase. 
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As drogas que bloqueiam os canais para Ca2+ têm sido usadas 

clinicamente no tratamento de uma variedade de desordens cardiovasculares, 

incluindo a hipertensão (VAN ZWIETEN; JONGE; TIMMERMANS, 1983) e a 

hipertensão pulmonar (MOREL et  al., 2003). Como o EHRA apresentou efeitos 

relaxantes que parecem ser mediados pela inibição desses canais, resolvemos 

avaliar se o extrato poderia ter efeitos sobre a pressão pulmonar em animais 

normotensos através da administração intravenosa do mesmo e naqueles 

animais com hipertensão induzida no modelo de hipertensão pulmonar induzida 

pela MCT, os quais receberam o extrato via oral. Admitindo-se que o volume de 

líquido tecidual de um rato é de 0,55 L/Kg e que o peso dos animais como de 

300 g, calculamos a dose do extrato via oral de forma que estando disponíveis 

10% dessa dose teríamos valores de concentração teciduais muito 

semelhantes aos valores de CE50 encontrados nas cubas nos experimentos em 

artéria mesentérica superior isolada de rato. Para isso, a dose escolhida foi de 

100 mg/Kg do extrato, sendo administrada 2 vezes ao dia.  

Nos experimentos onde o EHRA foi administrado agudamente 

intravenosamente, a pressão arterial pulmonar média não foi significantemente 

alterada. Nos animais tratados com MCT houve um aumento nos níveis da 

PAPM levando a um quadro de hipertensão pulmonar, sem aumento da 

pressão arterial média sistêmica e com diminuição no ganho de peso desses 

animais. Os animais tratados com MCT s.c., nos quais o EHRA foi administrado 

via oral, a instalação da hipertensão pulmonar foi inibida, sem alterar a pressão 

arterial média sistêmica, mas também houve diminuição do ganho de peso 

corpóreo. 

Por fim, esses resultados em conjunto sugerem que o EHRA induz efeito 

vasorelaxante em anéis de artéria mesentérica superior de rato mediado em 

parte pelo bloqueio dos Cav, no entanto, outro mecanismo pode estar envolvido 

e esse efeito vasorelaxante pode ser responsável pelo efeito hipotensor 

observado nos experimentos in vivo. Além disso, EHRA causa inibição da 

implantação da hipertensão pulmonar no modelo de hipertensão induzida pela 

MCT sem alterar a PAPM nos animais normotensos tratados agudamente.  

  

 

 



GOMES, M. A. S – Avaliação dos efeitos do Extrato Hidroalcoólico de Ruellia asperula 
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos 
 

87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ConclusConclusConclusConclusõesõesõesões    



GOMES, M. A. S – Avaliação dos efeitos do Extrato Hidroalcoólico de Ruellia asperula 
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos 
 

88 

 

7 CONCLUSÕES 

 

Como conclusões deste estudo tivemos que: 

 

1) O EHRA induz hipotensão e taquicardia em ratos normotensos não 

anestesiados de maneira dependente da dose; 

 

2) O EHRA causa vasorelaxamento, em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de rato, de maneira independente do endotélio vascular; 

 

3) Parece não haver envolvimento direto de canais para K+ no relaxamento 

induzido pelo EHRA; 

 
4)  O EHRA não alterou a mobilização de Ca2+ dos estoques intracelulares 

sensíveis ao IP3; 

 

5) O vasorelaxamento induzido pelo EHRA parece envolver inibição do 

influxo de Ca2+ através dos Cav; 

  
6) Parte do relaxamento induzido pelo EHRA pode estar sendo mediado 

por outros mecanismos diferentes daqueles já investigados; 

 
7) O EHRA administrado cronicamente v.o. promoveu inibição da 

instalação  da hipertensão pulmonar no modelo induzido pela MCT, sem 

alterar, no entanto, a pressão pulmonar em animais normotensos 

tratados agudamente com o EHRA i.v. 

 
8) O EHRA administrado cronicamente v.o. não causou alterações sobre a 

PAM, no entanto, não foi capaz de inibir a diminuição do ganho ponderal 

que ocorreu pelo tratamento com a MCT. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 

 

• Investigar o efeito do EHRA sobre modelos de hipertensão arterial utilizando 

animais espontaneamente hipertensos; 

 

• Avaliar o efeito do EHRA sobre canais para cálcio operados por receptor e 

canais para cálcio operados por estoque; 

 
• Avaliar o efeito do EHRA sobre as contrações transientes induzidas pela 

cafeína; 

 

• Avaliar o efeito do EHRA sobre os Cav
 utilizando técnicas eletrofisiológicas; 

 

• Investigar o efeito do EHRA sobre artéria pulmonar isolada de rato; 

 
 

• Caracterizar o mecanismo de inibição da implantação da hipertensão 

pulmonar em artéria pulmonar isolada de rato; 

 

• Testar outras doses do EHRA em animais com hipertensão pulmonar 

induzida pela MCT; 

 

• Investigar os efeitos cardiovasculares dos constituintes químicos isolados 

do EHRA; 
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