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GOMES, M. A. S.
ESTUDO DOS EFEITOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE Ruellia asperula Lindau. SOBRE
O SISTEMA CARDIOVASCULAR EM RATOS

Resumo

Os efeitos cardiovasculares do extrato hidroalcodlico de Ruellia asperula (EHRA), uma planta
pertencente a familia Acanthaceae, foram estudados em ratos através de abordagens
combinadas in vivo e in vitro. Em animais normotensos, a administracdo do EHRA (1, 5, 10, 20
e 40 mg/Kg , i.v., randomicamente) produziu hipotensdo (% 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 taquicardica
(FC=25 + 1,3;11,0 = 1,8;13,6 = 1,4;19,2 £ 2,0e 17,1 £ 1,3, respectivamente). Em
anéis de artéria mesentérica isolados com endotélio intacto, EHRA (1 - 300 pg/mL) induziu
relaxamento de maneira dependente de concentracdo frente a contragdes induzidas por
fenilefrina (10 uM) [CEso = 51,47 (44,48 — 59,56), ug/mL, Ens = 98,8 £ 10,68%, n=4]. O efeito
do EHRA sobre as contractes induzidas por fenilefrina nao foi atenuado apds a remocgao do
endotélio [CEs, = 50,34 (44,07 — 57,51) ug/mL, 98,43, Es = + 5,65%, n=6]. Esses resultados
demonstram que o endotélio vascular, provavelmente, ndo esta participando da resposta
vasorelaxante induzida pelo EHRA. Todos os protocolos experimentais que seguiram foram
realizados em anéis mesentéricos sem endotélio. Em preparagdes pré-incubadas com KCI 20
mM, a atividade vasorelaxante nao foi modificada em relacéo ao resultado com fenilefrina [CEsx
= 61,74 (55,41 — 68,79) pug/mL, E.s = 105,76 £ 7,39%, n = 6]. Resultados similares foram
obtidos com EHRA (1 - 300 ug./mL) frente as contragdes sustentadas induzidas por KCI 80 mM
[CEsp = 44,65 (40,32 — 49,44) ug/mL n = 4) e Ena = 98.34 £ 2.67 %], estes resultados nao
foram significantemente diferentes daqueles obtidos na presenca de fenilefrina (10 pM). Em
meio despolarizante nominalmente sem Ca®** EHRA (100 e 300 pg/mL) reduziu as contracées
induzidas por CaCl,. O extrato (1 — 300 pg/mL) induziu relaxamento de maneira dependente de
concentragao frente as contragdes promovidas pelo ativador dos canais para Ca** tipo L, S(-)-
Bay K 8644 [CEs, = 101,3 (93,08 —110,1) pg/mL e E s = 106,69 = 11,93 %, n=5].No entanto,
EHRA nao alterou as contracdes transientes induzidas por fenilefrina (10 uM) em meio livre de
calcio, nem modificou a contracdo 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 inibigao do influxo de Ca®* através dos canais para Ca**operados por
voltagem. No entanto, o EHRA causou relaxamento nas contragdes induzidas por fenilefrina (10
uM) na presenca de KCI 60mM e nifedipina (1uM), 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 inibicdo da instalagdo da hipertensdo pulmonar no modelo de hipertensao
pulmonar induzido pela monocrotalina (60 mg/Kg, s.c.) sem modificar a pressdo arterial
sistémica, mas levando a uma reducao no ganho de peso desses animais. Além disso, EHRA
ndo modificou a pressdo pulmonar em ratos normotensos na sua administragcao intravenosa
aguda.

Palavras-chave: Ruellia asperula, efeito vasorelaxante, canais para calcio operados por
voltagem, hipertensao pulmonar.



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 + 2.0and 17.1 £ 1.3, respectively). In isolated rat mesenteric
artery rings with intact endothelium, EHRA (1 - 300 ug/mL) induced concentration-dependent
relaxation of the contractions evoked by phenylephrine (10 uM) [ECsq = 51.47 (44.48 — 59.56),
ug/mL, Enax = 98.8 £ 10.68%, n=4].The effect of EHRA on phenylephrine-induced contractions
was not attenuated by removal of the vascular endothelium [ECs, = 50.34 (44.07 - 57.51) pg/mL,
98.43, Enax = £ 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 KCI 20 mM, the vasorelaxant activity was not altered in
comparison with results with FEN [ECso = 61.74 (55.41 — 68.79) pug/mL, Eqax = 105.76 £ 7.39%,
n = 6]. EHRA (1 - 300 pg/mL) relaxed the sustained contractions induced by KCI 80 mM [ECs, =
44.65 (40.32 — 49.44) yg/mL n =4) and E, = 98.34 £ 2.67 %], this effect was not significantly
different from those obtained in the presence of phenylefrine 10 uM. In depolarizing nominally
without Ca®** medium, EHRA (100 and 300 pg/mL) antagonized CaCly-induced contractions.This
extract (1 — 300 ug/mL) induced relaxation concentration-dependent on the contractions elicited
by the L-type Ca** channel agonist, S(-)-Bay K 8644 [ECs, = 101.3 (93.08 —110.1) pg/mL and
Enax = 106.69 + 11.93 %, n=5]. EHRA did not alter the transient contraction induced by
phenylephrine (10 pM) 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 Ca®* influx inhibition through voltage
operated calcium channels. Moreover, EHRA caused relaxation in the induced contractions
induced by phenylefrine (10 uM) in the presence of KCI 60mM and nifedipine (1uM), 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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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade no tratamento de
doencas humanas, principalmente como preparagdes caseiras, em todo mundo.
Adicionalmente aos extratos, compostos isolados também s&o utilizados em
preparagdes industriais. Além disso, a terapéutica moderna, composta por
medicamentos com acgdes especificas sobre receptores, enzimas, canais idnicos, nao
teria atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos produtos
naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores (DI STASI, 1996).

Muitas evidéncias apontam as plantas medicinais como a mais antiga e principal
forma de medicagdo difundida no mundo. Até o Ultimo século, a maioria dos
medicamentos foi derivada de plantas ou de fonte animal (MCNEILL; JURGENS, 2006).

Desta forma, as plantas pelas suas propriedades terapéuticas ou toxicas,
adquiriram fundamental importancia na medicina popular. A flora brasileira é riquissima
em exemplares que séo utilizados pela populacéo para fins medicinais. Toda planta que
€ administrada de alguma forma e, por qualquer via ao homem ou animal exercendo
sobre eles uma agédo farmacoldgica 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 obtengéo de principios ativos.

Varias espécies vegetais ja foram amplamente estudadas e muitas substancias
foram isoladas, identificadas e, posteriormente, utilizadas no tratamento de varias
doencas. O acido acetil salicilico € um bom exemplo. Amplamente prescrito por suas
acoes analgésicas, antipiréticas e antiinflamatérias, € um simples derivado do composto
de origem natural,o acido salicilico, obtido originalmente da arvore Salgueiro (Salix spp)
(VANE, 1994). Baseado nisto, a busca por novas substancias quimicas presentes em
espécies vegetais, que possam ser utilizadas na terapéutica, sdo de extrema
importancia para preservacao da vida.

Uma base mais racional para o uso de espécies vegetais como medicamentos foi
lancada, quando estas espécies comecaram a ser estudadas de forma sistematica, com
o objetivo de extrair, isolar e identificar as substancias cujas propriedades
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farmacologicas sdo em Ultima anadlise, responsaveis pelas propriedades curativas
atribuidas a planta como um todo. Esta metodologia serviu para fornecer o fundamento
cientifico para o uso das plantas medicinais na terapéutica, mas, além disso, serviu
para enriquecer consideravelmente o arsenal terapéutico disponivel, o qual ainda hoje
se compde de muitos produtos de origem natural, grande numero deles desenvolvidos
por método de sintese organica tendo como protétipo uma substancia de ocorréncia
natural (ELIZABETSKY, 1986).

Apesar de muitas plantas e substancias delas isoladas ja serem alvo de estudos,
ainda existem muitas espécies que nao foram estudadas e podem ser promissoras na
busca por novas alternativas de tratamento das doengas. Uma dessas é a espécie
Ruellia asperula pertencente a familia Acanthaceae. Essa familia possui cerca de 230
géneros e 2200 espécies, nas regides tropicais e subtropicais de todo mundo, sendo o
Brasil um dos centros de diversidade da familia Acanthaceae. Sdo plantas de habito
herbaceo a arbustivo, raramente arbéreo (PONTES, 1998).

Um dos géneros dessa familia, o género Ruellia, é considerado um dos maiores
e mais complexos da familia Acanthaceae, possuindo cerca de 250 espécies, com
distribuicao nas regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo o Brasil um dos seus
centros de diversidade (PONTES,1999). Varias atividades ja foram descritas para
diferentes espécies do género Ruellia dentre elas: contracdo do musculo liso traqueal
por ativacdo de receptor muscarinico (SALAH et al., 2000), propriedades estrogénicas
(SALAH et al., 2002), inibicdo da enzima conversora de angiotensina (SALAH et al.,
2001). No entanto algumas espécies do género Ruellia ndo apresentam relatos na
literatura sobre suas possiveis atividades bioldgicas.

Uma dessas espécies € a Ruellia asperula (Nees) Lindau (Figura 1), também
conhecida como candeia ou camara-candeia e melosa-roxa cujas folhas, flores e raizes
sdo usadas na medicina popular para o tratamento de bronquites, inflamagdes uterinas,
cansacgo, gripe e febre (ALMEIDA, 2004). Ruellia asperula € um subarbusto lenhoso
que mede entre 1,5-2,0 m de altura encontrado em altitudes entre 500 e 700 m em
areas 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) ndo foram descritas atividades para esta espécie.

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

Como o género Ruellia j& foi alvo de vérios estudos, nos quais pelos
mecanismos descritos anteriormente, pode haver indicios de atividade sobre o sistema
cardiovascular, estudos com a espécie Ruellia asperula (Nees) Lindau poderiam ser de
grande importancia, ja que, segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensdo em 2005,
apesar da diversidade terapéutica para o tratamento da hipertensao arterial, que é um
dos problemas cardiovasculares com maior incidéncia, os percentuais de controle de

pressao arterial sdao muito baixos. Logo, faz-se necessaria a busca de novas
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alternativas medicamentosas para o tratamento desta patologia. Aliado a este fato,
substancias originadas de produtos naturais tem sido uma importante fonte de obtencao
de novos farmacos.

O sistema cardiovascular é o principal responsavel pela regulagdo e manutencao
da presséo arterial, uma das fungdes fisiologicas mais complexas do sistema bioldgico;
necessitando da acéo integrada de outros sistemas como o renal, neural e enddcrino.
(CAMPAGNOLE SANTOS; HAIBARA, 2001).

O sistema circulatério € um componente importante do sistema cardiovascular,
que apresenta funcdo de suprir suficientemente os tecidos e érgaos periféricos de
acordo com suas demandas metabdlicas. Esta funcao é alcancada por alteracées
hemodindmicas ocorrendo continuamente, envolvendo alteracdées no débito cardiaco,
na resisténcia vascular e na regulagao renal dos fluidos corporais (INOUE et al., 2006).
O resultado das variacbes do débito cardiaco multiplicado pela resisténcia vascular
periférica total (RVPT) determina a pressao arterial (PA) que pode ser influenciada pela
acao de drogas sobre um ou ambos os parametros (OASTES et al., 1996 apud
HARDMAN et al.,, 1996). A RVPT ¢é influenciada por modificagcbes tensionais no
musculo liso vascular e esta diretamente envolvida no controle da pressao arterial.

E bem reportado na literatura que o tonus vascular das pequenas artérias e
arteriola e o estado de contratilidade das células musculares lisas vasculares (CMLV),
sdo 0s maiores determinantes da resisténcia ao fluxo sanguineo na circulagéo
(JACKSON, 2000) e consequentemente da pressdo sanguinea sistémica (CRIBBS,
2006). Assim, o tbnus vascular tem um importante papel na regulagdo da pressao
arterial e distribuicdo do fluxo sangiineo entre os tecidos e 6rgaos do corpo
(JACKSON, 2000).

A regulacao do tonus vascular € dependente de uma interacao entre substancias
vasodilatadores e vasoconstritores geradas por estimulos variados, tais como:
horménios circulantes, neurotransmissores, fatores derivados do endotélio, sinais
elétricos e/ou mecanicos, como a propria pressdao sanguinea (JACKSON, 2000;
CRIBBS, 2006). Todos estes sinais sao integrados no midcito vascular para determinar
a atividade contratil do musculo, estabelecendo assim o didmetro e a resisténcia dos
vasos sanguineos (JACKSON, 2000).
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E bem descrito que o estado de contratilidade vascular das células musculares
lisas, dentro da parede dos vasos sanguineos, é regulado pela concentracdo de Ca®*
citosélico ([Ca®*].). Os vasoconstrictores agem elevando a [Ca®']c, bem como,
aumentando a aparente sensibilidade ao Ca®* dos processos contrateis na célula
muscular lisa. Por outro lado, os vasodilatadores exercem efeitos opostos na [Ca®].
(LEDOUX et al., 2006). Os canais idnicos, principalmente os canais para Ca?*
dependentes de voltagem (Ca,), desempenham um papel central neste processo.

Os canais i6nicos sao importantes reguladores da contratilidade do musculo liso,
pois funcionam como moduladores do potencial de membrana plasmatica e das
concentragdes de Ca®* no meio intracelular. (KEVIN; NELSON, 2005).

As principais vias que levam ao aumento na [Ca®*]. em midcitos sdo canais para
célcio sensiveis a voltagem (Ca,) e canais catibnicos nao-seletivos, localizados na
membrana plasmatica, além de canais que levam a liberacdo de Ca®** dos estoques
intracelulares, tais como receptores sensiveis a rianodina (RYRs) ou receptores
sensiveis ao trisfosfato de inositol (IP3) (IPsRs), encontrado na membrana do reticulo
sarcoplasmatico (LEDOUX et al., 2006).

E importante salientar que a mobilizagdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico através
dos IPsRs e RYRs, em células de musculo liso, pode gerar ondas de Ca*, o qual é
sugestivo de mediar vasoconstricao (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE; NELSON, 2005).
Paradoxalmente, os transientes de Ca?* gerados pela liberacdo de Ca?* através dos IPsRs e
RYRs, na forma de “puffs” e “sparks” de Ca?*, respectivamente, em células de musculo liso,
podem ativar os canais para K* ativados pelo Ca** (Kca) promovendo hiperpolarizagéo de
membrana limitando a contratilidade do musculo liso (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE;
NELSON, 2005).

Os canais Ca, sdo considerados a principal via de entrada de Ca?* do meio
extracelular para as células musculares lisas vasculares (CMLV) (CRIBBS, 2006). Eles
consistem em um grande complexo multimérico composto por uma subunidade o
formadora do poro e outras subunidades menores (B, 020 € y). A subunidade o
apresenta quatro dominios (I-IV) homologos, contendo cada um seis segmentos em o-
helice transmembranares (S1 a S6). Cada dominio contém um sensor de voltagem
localizado no segmento S4 que contém residuos de aminoacidos carregados
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positivamente. Alcas que entram para regidao transmembrana entre o segmento S5 e
S6, contém quatro residuos de aminoacidos Glu-Glu-Glu-Glu (EEEE), formando o filtro
de seletividade ibnica, na parte extracelular do poro (YU; CATTERALL, 2004;
SONKUSARE et al., 2006) (figura 2).

Subunidade-o2

Subunidade-y

55,

Subunidade-B E ;

Subunidade-§

Figura 2: Desenho esquematico da estrutura molecular dos Ca,. Fonte:

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

Sao dez genes humanos que codificam a subunidade a1 do Ca, (subunidade
formadora do poro) que se agrupam em trés subfamilias distintas, sao elas: canais Ca,
1 (Cay 1.1 — 1.4), que conduzem correntes tipo-L; canais Ca, 2 (2.1 — 2.3), que
conduzem correntes tipo-N, P/Q e R; Canais Ca, 3 (Ca, 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 Ca,, 0s
Ca, 1 (tipo-L) e os Ca, 3 (tipo-T). Os canais para Ca?* tipo-L sdo caracterizados por
gerar correntes de Ca®* ativadas por altos valores de voltagens, além de apresentarem

sensibilidade as diidropiridinas. Quando as CMLV despolarizam, ocorrem abertura dos
29



GOMES, M. A. S - Avaliacdo dos efeitos do Extrato Hidroalcoodlico de Ruellia asperula Lindau.
sobre o sistema cardiovascular em ratos

canais para Ca®* tipo-L levando ao aumento de [Ca®**|c, contracdo celular e
vasoconstricdo (CRIBBS, 2006). Entretanto, a hiperpolarizagdo induz fechamento
destes canais levando a vasodilatacao (JACKSON, 2000).

No entanto, os canais para Ca?* tipo-T sdo ativados em baixos valores de
voltagem, sdo caracterizados pela sua rapida ativagcdo, correntes transientes de
inativacdo rapida e relativa insensibilidade a agentes que bloqueiam os canais para
Ca* tipo-L (PEREZ-REYES, 2003). Apesar de existirem dados na literatura reportando
a presencga destes canais nos midcitos vasculares, sdo os canais tipo-L que parecem
ser dominantes na maioria dos leitos vasculares (JACKSON, 2000).

Nelson et al. (1995) relataram que a composi¢cao das subunidades formadoras
dos canais Ca, vasculares é um determinante do ténus vascular e dos niveis de
pressdo sanguinea. Além disso, estes canais inativam lentamente durante
despolarizagdes sustentadas, de maneira que o influxo de Ca?* através de uma fragao
de canais Ca, € suficiente para mediar a contragdo induzida por pressao em pequenas
artérias, contribuindo desta maneira para auto-regulacao dinamica dos varios leitos
vasculares (NELSON et al., 1995, SONKUSARE et al., 2006).

O sustentado influxo de Ca®*, por canais Ca,, induz um nivel ténico de
vasoconstricdo e também cria um modelo excitatério que auxilia na agéo de substancias
vasoativas enddgenas para melhor modular o diametro arterial (SONKUSARE et al.,
2006).

Varias doencas estdo associadas a disturbios no sistema cardiovascular, dentre
as quais temos a hipertensdo pulmonar, que de acordo com a Sociedade Brasileira de
Hipertensao Arterial em 2005, € uma condicao patolégica que esta presente quando a
pressao sistdlica pulmonar e pressdao média excedem 30 e 25 mmHg, respectivamente,
em repouso ou quando a pressao sistolica pulmonar excede 35 mmHg e a pressao
média pulmonar é superior a 30 mmHg durante o esforgo. Cabe ressaltar que em
idosos a pressao arterial pulmonar pode ser mais elevada, principalmente durante o
esforco, mesmo na auséncia de qualquer patologia. Por se tratar de um diagnéstico
hemodindmico, a sua interpretacdo e valorizacdo tem que ser considerada nesta
perspectiva, pelas suas implicacbes patolégicas. A hipertensdo pulmonar é
habitualmente classificada segundo a etiologia em primaria e secundaria, sendo esta
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ultima conseqiiéncia de uma doenca associada. Esta classificagdo € limitada e nem
sempre Util na pratica clinica. A Organizacdo Mundial de Saude, em 1998, propés uma
classificagdo de hipertensdao pulmonar mais ampla, levando-se em consideracdo o
diagnéstico etioldgico e a orientacao.

A hipertensdo pulmonar causa problemas vasculares como constricdo das
células musculares lisas, crescimento e diferenciacdo das células endoteliais e
trombose (FARBER, LOSCALZO, 2004). Além disso, o paciente acometido por esta
doenca sofre varios transtornos como: insuficiéncia ventricular direita, fadiga, dispnéia,
edema, palpitacoes, dores e sincope que comprometem a qualidade de vida dos
mesmos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2005).

Diante disto hda uma busca incessante por drogas que sejam eficazes para o
tratamento desta patologia e dos transtornos por ela causados, sendo as terapias
vasodilatadoras, anticoagulantes, antiinflamatérias as principais ferramentas utilizadas.
Atualmente as principais classes de farmacos empregadas para tal fim sdo os inibidores
de fosfodiesterase, analogos de prostaciclina, antagonista do receptor de endotelina,
anti-agregantes plaquetarios, doadores de 6xido nitrico e os bloqueadores dos canais
para célcio (FARBER, 2004). Varios estudos sugerem que a administracdo a longo
prazo de altas doses de blogueadores de canais para calcio em pacientes com
hipertensdo pulmonar aumenta a sobrevida dos pacientes que respondem ao
tratamento (HUMBERT, 2004).

Em animais, a hipertensao pulmonar pode ser induzida pela monocrotalina (MCT),
um alcaloide pirrolizidinico isolado de espécies de Crotalaria, dentre elas a Crotalaria
retusa. Essa classe de alcaldides causa doengas no pulmao (hipertensdo pulmonar),
figado (veno-ocluséo e cirrose) e rins (bloqueio das arteriolas aferentes e mesangidlise)
por induzir um fenétipo megalocitico nas células endoteliais e parenquimatosas. Uma
exposicdo aguda do alcaldide resulta dentro de 2 a 3 dias em uma ampliagdo das
células com ampliagdo do nucleo, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico,
enquanto as células permanecem bloqueadas em Gy/M e nas células endoteliais das
artérias pulmonares ainda causam inibicdo da sintese de DNA. A administracdo de

monocrotalina é amplamente utilizada como modelo para estudo da patogénese da
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hipertensdo pulmonar. Esses alcaldides necessitam da ativagdo da via do citocromo
P4s0, sendo, portanto, metabolizados pelo figado (SHAH et al., 2005).

Com o intuito de contribuir para melhor descricdo das atividades biologicas do
género Ruellia, além do fato de ndo haver na literatura trabalhos que relatassem
qualquer atividade da Ruellia asperula, como também da necessidade da busca de
novas alternativas terapéuticas para problemas cardiovasculares, buscamos investigar
a possivel atividade cardiovascular do EHRA e 0os mecanismos de agao envolvidos nos

seus efeitos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade cardiovascular do
extrato hidroalcodlico de Ruellia asperula (EHRA) e os mecanismos de acgao
envolvidos nas atividades observadas, bem como o efeito da sua administracéo
sobre a pressdo pulmonar em animais normotensos e em um modelo de

hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina.

2.2 Especificos

¢ Investigar o efeito da administracao intravenosa do EHRA sobre pressao
arterial (PAM) e freqiéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos nao
anestesiados;

e Avaliar a atividade vasorelaxante do EHRA sobre anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato;

¢ Investigar o mecanismo de agao envolvido na atividade vasorelaxante do
EHRA;

« Avaliar a participagdo dos canais para Ca®* e K* na atividade
vasorelaxante do EHRA em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
rato;

e Avaliar o efeito da administracdo intravenosa aguda do EHRA sobre a
presséao arterial pulmonar (PAP);

o Avaliar o efeito da administracdo oral do EHRA sobre a presséo arterial

pulmonar em animais com hipertensdo 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 250-300 gramas, os quais foram provenientes do
Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof.
Delby Fernandes Medeiros da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Estes
animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas de temperatura (21 + 12 C)
e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 — 18 horas), tendo livre

acesso a alimentagao e agua.

Figura 3: Rato Wistar (Rattus novergicus)

3.2 Drogas utilizadas

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as
seguintes drogas: tiopental sédico (Cristalia), sal sédico de heparina (Roche),
S(-)-Bay K 8644 (RBI/Sigma), nitroprussiato de sodio (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 Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica). Para a preparacéao das solu¢ées estoques do S(-
)-Bay K 8644 o mesmo foi dissolvido em etanol absoluto e diluido em agua
destilada, de modo a serem obtidas as concentracbes desejadas para cada
protocolo experimental.

3.3 Preparacao das solucoes de EHRA

O EHRA foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho.
Para preparacédo das solucoes estoques do EHRA, o mesmo foi solubilizado
em cremofor® (50 pL por mL de solugdo) e diluido em Aagua destilada
(experimentos in vitro) ou em NaCl 0,9% (experimentos in vivo) de modo a
serem obtidas as concentracdes e doses, respectivamente, desejadas para
cada protocolo experimental. As concentragdes de cremofor® em solucdo
nunca excederam 0,01% e foram previamente testadas, apresentando
auséncia de efeito farmacolégico.

3.4 Solucoes Fisiologicas

Para a preparacdo das solucbes fisiolégicas foram utilizados os
seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl) (MERCK), cloreto de potassio (KCI)
(MERCK), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl..2H.O) (MERCK), cloreto de
magnésio hexa-hidratado (MgCl..6H-0) (MERCK), glicose (C¢H120¢) (MERCK),
bicarbonato de sdédio (NaHCO3) (VETEC), fosfato de s6dio mono-hidratado
(NaH;PO,.H,0) (VETEC) e fosfato de potassio (KH.PO,4) (VETEC).

As tabelas a seguir mostram as composicées das varias solucoes
utilizadas:
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A) Solucoes fisiologicas para anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato

Tabela 1: Composi¢édo da solugéo de Tyrode (pH=7,4)

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 158,3

KCI 4,0

CaCl, 2,0

MgCls 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO4 0,42

Glicose 5,6

Fonte: TANAKA et al., 1999.

Tabela 2: Composicao da solucao de Tyrode livre de calcio (pH=7,4)

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 158,3

KClI 4,0

MgCls 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO4 0,42

Glicose 5,6

EGTA 1,0

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

38



GOMES, M. A. S - Avaliacdo dos efeitos do Extrato Hidroalcoolico de Ruellia asperila

Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos

Tabela 3: Composicdo da solucdo de Tyrode nominalmente sem calcio

(pH=7,4)
Substancia Concentracao (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
MgCls 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO4 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

Tabela 4: Composicao da solucédo despolarizante de Tyrode com KCl a 20 mM

(pPH=7,4)
Substancia Concentracao (mM)
NaCl 142,3
KCI 20,0
CaCl, 2,0
MgCls 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO4 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.
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Tabela 5: Composicao da solucédo despolarizante de Tyrode com KCl a 60 mM
(pH=7,4)

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 102,3

KCI 60,0

CaCly 2,0

MgCls 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO4 0,42

Glicose 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.

Tabela 6: Composicao da solucao despolarizante de Tyrode com KCl a 60 mM

nominalmente sem caélcio (pH=7,4)

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 102,3

KCI 60,0

MgCls 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO4 0,42

Glicose 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.
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Tabela 7: Composicao da solucao despolarizante de Tyrode com KCIl a 80 mM
(PH=7.4)

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 82,3

KCI 80,0

CaCl, 2,0

MgCls 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO4 0,42

Glicose 5,6

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

4.1 Ensaios Farmacoloégicos

Foram utilizadas duas diferentes formas de abordagem, uma com
ensaios farmacolédgicos in vivo e outra in vitro, esta Ultima utilizando artéria
mesentérica superior de rato. Os ensaios in vivo consistiram na medida direta
da pressao arterial sistémica e freqiiéncia cardiaca em ratos ndo anestesiados
e na medida direta da pressdo pulmonar em animais normotensos e
hipertensos anestesiados. Todos os animais foram submetidos a eutanasia,
seguindo as normas de cuidados com animais, aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal do LTF/UFPB sob parecer n® 0207/08, o qual esta contido

NOosS anexos.

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

4.2.1 Medida direta da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em
ratos nao-anestesiados

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (45 mg/kg, i.p.), €
cateteres de polietileno (PE), segmentos de PE-10 (diametro interno e externo
de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), fixados a um segmento de PE-50
(didmetro 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. Apds a insercao e fixacao, os cateteres
foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisao na

regido cervical posterior do animal (scapulae).

A PA e FC foram medidas 24 h apds o procedimento cirurgico pela
conexao do cateter arterial a um transdutor de pressao 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 analdgico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards,
Inc., Mansfield, MA, EUA) contendo o programa CVMS (WPI, Sarasota, FL,
EUA) (Figura 4). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500
Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculou a pressao arterial sistolica
(PAS), diastolica (PAD) e média (PAM), e o intervalo de pulso, referido como

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

Figura 4: Aparato utilizado para aquisicao de dados de presséao arterial e frequéncia
cardiaca em ratos ndo anestesiados.

4.2.2 Protocolo experimental utilizado nos estudos /n Vivoda PA e FC

4.2.21 Avaliacao do efeito do EHRA sobre PAM e FC em ratos nao
anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta, os animais foram
mantidos em aclimatacdo por um periodo de no minimo 30 min., para

estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, e em seguida administrou-se
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nitroprussiato de soédio (NPS) (10 ug/kg, i.v.), um classico doador de éxido
nitrico, para verificar a eficacia da implantacido do cateter venoso. Apés 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
parametros 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 apds a administracao do EHRA, e suas variacdes foram expressas

em percentagem dos valores em delta (A) em relacdo a linha de base.

Quadro1 : Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, randomicamente, i.v.) sobre a PAM e FC em

ratos normotensos e nao anestesiados.

EHRA
NPS (1; 5; 10; 20 e 40 mg/Kg, randomicamente)
10na/Ka
N

4.3 Estudos em artéria mesentérica - Estudos In Vitro

4.3.1 Preparacoe de artéria mesentérica superior isolada de rato com ou
sem endotélio funcional

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical seguido por
seccao dos vasos cervicais. Através de uma incisdo 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 solucdo de Tyrode, a 37° C e
gaseificada com uma mistura de 95 % de O, e 5 % de CO; (carbogénio). A

seguir os anéis foram suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor
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de forca acoplado a um sistema de aquisicao (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA)
para o registro das tensdes isométricas (Figura 5). Cada anel foi submetido a
uma tensdo constante de 0,75 g por um periodo de 60 minutos de
estabilizacdo. Durante este tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 min.
para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Duas contragdes tonicas submaximas a felinefrina (FEN) 10 uM, as
quais se estabilizam em torno de 30 minutos, foram registradas. Uma terceira
contragao foi obtida e, ap6s a estabilizacdo desta, o EHRA (1 — 300 pg/mL) foi
adicionado cumulativamente a cuba. Os resultados foram expressos em
percentagem do ténus induzido, levando em consideracdo que a contracao
induzida por FEN corresponde a 100 % e que a tensao de repouso € igual a
0%.

Para realizagcdo dos experimentos com anéis na auséncia do endotélio
funcional, os anéis foram submetidos ao leve atrito mecénico entre as paredes

internas do vaso com uma haste de metal.

A presenga de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos
anéis apos adicao de 10 uM de acetilcolina (Ach). Foram considerados com
endotélio, os anéis com relaxamento superior a 90% sobre a pré-contragao
com fenilefrina. Ja 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-contraidos com FEN (10 pM)

Apdés um periodo de 60 min. de estabilizacdo das preparagées,
concentracbes crescentes do EHRA (1 — 300 pg/mL), foram adicionadas
cumulativamente aos anéis pré-contraidos com FEN (10 puM). 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). Apds a obtencdo das curvas concentragao-resposta, foram
calculados os valores de CEsp (concentracao efetiva responsavel por 50% do
efeito maximo) e Enax (efeito maximo) das curvas individuais na presencga € na

auséncia do endotélio funcional.
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EHRA
ACh (10 pM) {1-300 pg/mL})
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vascular 1
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Figura 6: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de.concentragdes crescentes do EHRA (1-300 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10 uM). (A) Anéis com

endotélio funcionalmente intacto. (B) Anéis com o endotélio removido.
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4.3.2.2 Avaliacao da participacao de canais para K' na resposta
vasorelaxante induzida por EHRA em anéis de artéria mesentérica de
ratos

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, a solucdo de Tyrode (Tabela 1) das cubas foi trocada pela
solucao de Tyrode com KCI 20 mM (KCI 20) (Tabela 3) e as preparacoes
permaneceram nesta solugdao 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 incubacao da solucdo de KCI 20 mM, foi induzida
uma nova contracdo tdénica com FEN (10 uM) e, em seguida, uma curva
concentracao-resposta para EHRA foi obtida. Os valores CEsy € Enax foram
obtidos e comparados na auséncia (controle) ou na presenca de KClI 20 mM
(Figura 7).

EHRA
ACh (10 pM) {1-300pg9/mL)

l Lavagam l

Aneis sem endotélio
vascular

(E-)

(6) oesua)

T T 1 e

FEN {10 pM} KCI20 mM FEN {10 M)

Figura 7: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacao da
participagdo de canais para K* 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 Avaliacao do efeito de EHRA em anéis mesentéricos pré-
contraidos com solucao despolarizante de KCI 80 mM

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar o efeito de EHRA em
anéis mesentéricos pré-contraidos com um agente contracturante que
apresenta um mecanismo de acao diferente do mecanismo da fenilefrina para
gerar aumento de tensdo. Apdés a verificacdo da auséncia do endotélio
funcional como descrito anteriormente, EHRA (1 — 300 pg/mL) foi adicionado
cumulativamente aos anéis pré-contraidos com KCI (80 mM) (Tabela 5)
isolados de ratos. A percentagem de relaxamento induzida por EHRA foi
calculada pela comparacao da resposta antes e apés a adicdo do extrato. Os
valores de CEsg e Emax também foram obtidos como foi descrito anteriormente.
(Figura 8).

EHRA

ACh {10 pM) {1-300pg/mL)

l Lavagem l

Anéis sem endotélio
vascular

1
:
(E) i ?
: ~
! g
! »
1 [}
1 o
S}
T Tempo (s)

Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
avaliacao do efeito de concentracdes crescentes do EHRA (1-300 pg/mL) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos
com solucao despolarizante (KCI 80 mM).
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4.3.2.4 Avaliacao do efeito de EHRA sobre a contracao induzida por CaCl,

Este protocolo foi realizado para investigar o efeito do EHRA sobre a
contracdo induzida pelo CaCly, com o objetivo de avaliar se a diminuigdo do
influxo de célcio para célula muscular lisa seria um mecanismo utilizado pelo
EHRA para causar efeito vasorelaxante. Para avaliar esta hipétese, anéis
mesentéricos foram expostos a uma solugcao despolarizante de KClI 60 mM
(CUNHA, 2004) (Tabela 4) e em seguida foram lavados com solug¢édo de Tyrode
nominalmente sem Ca?* (Tabela 2), onde permaneceram nesse meio por 15
minutos. ApoOs esse periodo, o meio foi permutado por uma solucdo
despolarizante de KCI 60 mM, nominalmente sem Ca®*. A auséncia de Ca*" foi
inferida pela falha da solugdo despolarizante nominalmente sem Ca?* em
produzir vasoconstricdo. Posteriormente, foi obtida uma curva concentragéo-

resposta ao CaCl, (10°— 3 x 102 M) (curva controle).

O protocolo foi repetido, sendo que concentracdes isoladas do EHRA
(30 pg/mL, 100 pg/mL, ou 300 pg/mL) foram incubadas as preparagdes
juntamente com a solucao despolarizante de KCI 60 mM, nominalmente sem
Ca®* e uma nova curva concentragao resposta ao CaCl, (10°— 3 x 102 M) foi
obtida. O efeito do EHRA sobre as contra¢des induzidas por CaCl; foi avaliado
comparando-se as curvas de CaCly na auséncia (controle) e na presenca do

extrato (Figura 9).
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EHRA
ACHh (10 pM) {1-300pg/fmL)
Lawvagem +
l Lawvagem Lawvagem K160 MM Lawvagem KC160 mM
noeminalmente nominalmente
sem Ca?* sem Ca?*
{15 min.) {15 min.}
]
T T T T T T Tempo (s)
FEN KCI60 mM Tyrode Kel Tyrode
{19 uM) neminalmente Cacly neminalmente CaCl
2+ sem Ca?*
M 105-3.007 W) BomM (16:4-3.102 M)
{15 min.) {15 min.)

Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagao do
efeito do EHRA sobre as contragdes induzidas por concentracées cumulativas de
CaCl, (10° = 3 x 102 M) em meio despolarizante (KCI 60 mM) nominalmente sem Ca**

4.3.2.5 Avaliacdo do efeito do EHRA sobre o influxo de Ca** através

dos canais para calcio sensiveis a voltagem do tipo-L (Ca,-tipo L)

Para avaliar o efeito do EHRA sobre o influxo de Ca®* através dos
canais para Ca®* sensiveis a diidropiridinas, em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato sem o endotélio funcional, foi utilizado o S(-)-Bay K
8644, um ativador dos canais para Ca®* sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-
AKAHANES et al., 1999). Devido uma despolarizacao parcial ser necessaria
para obtencdo da resposta ao S(-)-Bay K 8644, a resposta contratil a esse
agonista foi obtida em meio contendo KCI 20 mM (SCHRAMM et al., 1983;
DAVIE et al., 1998).

Apb6s a verificacdo da auséncia de endotélio, as preparagcdes foram
expostas a uma solucao despolarizante de KClI 20 mM durante 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado o S(-)-Bay K 8644 (200 nM) e apds a contracao
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sustentada ter sido alcancada, concentracdes crescentes de EHRA (1-300

ng/mL) foram adicionadas a cuba de maneira cumulativa (Figura 10).

EHRA
ACh (10 pM) {1-300 pg/mL)

l Lavagem

Anéis sem endatalio
vascular

(E-}

T T

FEN {18 M) KCI20 mM S(-}-Bay K 9544
{200 nM}

Figura 10: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de concentracbes crescentes do EHRA (1-300 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem o endotélio funcional, pré-contraidos com S(-
)-Bay K 8644 (200 nM).

4.2.2.6 Avaliacido do efeito do EHRA sobre a liberacio de Ca** dos

estoques intracelulares sensiveis ao IP3

O efeito de EHRA (100; 300 ug/mL) sobre as contracbes transientes
promovidas pelo Ca?* liberado dos estoques intracelulares sensiveis a IP3, um
segundo mensageiro mobilizante de calcio via IPsR (ZHANG;LI, 2006) foi

avaliado em anéis desprovidos do endotélio funcional.

As preparacgoes foram expostas a solugdo despolarizante de K* 60mM
(Tabela 4) durante 3 min. O tecido foi entdo lavado com solucao de Tyrode livre

de Ca®" (Tabela 2), decorridos 3 min., a resposta contratil & FEN (10 uM) foi
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induzida na auséncia do EHRA. Os anéis foram lavados e mantidos em
solucdo nutritiva de Tyrode com niveis fisiolégicos de Ca®** (2 mM) (Tabela 1)
durante quinze minutos, para retorno as condi¢cdes basais e reestocagem dos
estoques intracelulares de Ca?". O processo descrito foi repetido até a
obtencdo de duas contracdes transientes de magnitude similar. Em seguida,
EHRA, em concentragdes isoladas foi incubado juntamente com solucao de
Tyrode livre de Ca®*, durante 3 minutos e finalmente, a resposta contratil 8 FEN
(10 uM) na presenca do EHRA, foi obtida. O efeito do EHRA foi calculado
comparando-se a média das amplitudes das contragdes na auséncia (controle)
e na presenca do EHRA (Figura 11).

Tyrodelivre de Ca* Tyrodelivre de Ca?* Tyrodelivre de Ca?*
ACh {10 pM) {3 min.} {3 min.} {3 min.}

y y y y

EHRA 2
{1-300 pg/mL)

-

(6) oesua]

T T r Y 1ot b, o

FEN KCI60 mM FEN  KCI80 mM FEN
{10 uM) {10 LM} {10 pM) {10 pM)

Figura 11: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao do
efeito de concentragdes isoladas do EHRA (100 e 300 pg/mL) sobre as contracbes
transientes induzidas por fenilefrina (10 uM) em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato sem o endotélio funcional.

4.2.2.7 Avaliacao do efeito do EHRA sobre as contracdes induzidas por
Naz;VO, em artéria mesentérica superior isolada de rato

Esse protocolo foi realizado com o intuito de avaliar a possivel acao do
EHRA sobre a via RhoA- Rho cinase, na sensibilizacdo da maquinaria contratil.

54



GOMES, M. A. S - Avaliacdo dos efeitos do Extrato Hidroalcoolico de Ruellia asperula
Lindau. sobre o sistema cardiovascular em ratos

Apoés a verificacao da auséncia de endotélio, as preparagdes passaram por um
periodo de estabilizacdo de 30 minutos. A seguir foi induzida uma curva
concentracdo-resposta para o NagVO, (10°-3x10° M) (ALCON, 2000) um
potente ativador da via RhoA-Rho cinase a qual leva a inibicao da fosfatase da
cadeia leve da miosina (ALCON, 2000). A contracdo pelo NasVO,4 ocorre por
uma sensibilizacdo da maquinaria contratil, pela manutencdo do estado
fosforilado da cadeia leve de miosina. A seguir, a preparacao foi lavada e
passou por um novo periodo de estabilizacdo de 1 hora. Em seguida foi
adicionada uma concentracdo do EHRA (300 ug/mL) e, apdés um novo intervalo
de tempo, uma nova curva concentracdo-resposta para o NazVO, foi obtida e o
efeito do EHRA sobre as contracbes induzidas por NazVO, foi avaliado
comparando-se as curvas para este na auséncia (controle) e na presencga do

extrato (Figura 12).

ACh {10 pM}
l Lawvagem
Lawvagem
1
1 1
] 1
! . EHRA ol
1 : {300pg/mL) o
1 1 : ?
]
t : l o.l '
' —
T T T Tempo (s)
FEN
10 uM
(10 M) Vanadato Vanadato  (10-
{10--3x10-* M} {10-2-3x10-* M}

Figura 12: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de concentracao isolada do EHRA (300 ug/mL) sobre contragdes induzidas por
ortovanadato (10°-3x10° M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

sem o endotélio funcional.
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4.2.2.8 Avaliacao do efeito do EHRA sobre a contracao induzida por

fenilefrina na presenca nifedipina 1 pM e KCI 60 mM.

ApGs a verificagdo da auséncia do endotélio, uma contracdo foi induzida
utilizando KCI 60 mM que causa contracao por induzir a despolarizacao da
membrana e assim, abrir 0s canais para calcio sensiveis a voltagem. A seguir
foi adicionada nifedipina 1uM para bloquear os canais para calcio sensiveis a
voltagem e induzir relaxamento. Esses protocolos experimentais minimizam a
participagdo dos canais para potassio e dos canais para calcio sensiveis a
voltagem no relaxamento (TSANG et al., 2003). Apds isso, foi adicionada
fenilefrina (10 uM) para induzir uma nova contragdo. No componente tonico da
contracdo foi obtida uma curva concentragao-resposta para o EHRA (1 — 300
Hg/mL) para observar possiveis relaxamentos mediados por mecanismo
diferente do blogueio dos canais para célcio sensiveis a voltagem e da ativacao

dos canais para potassio (Figura 13).

EHRA
{1-300pg/mL}

ACh (10 pM) Nifedipina{l uM) l

l Lavagem l

Anéis sem endotélio
vascular

(E}

T Tempo (s)

EN {10 pM
FEN (10 pM} KCI (gomM) FEN{9 B

Figura 13: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de concentragdes crescentes do EHRA (1-300 pg/mL) sobre contracdes
induzidas por FEN (10 pM) na presenca de KCI 60 mM e de nifedipina 1uM 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 Hidroalcéolico de Ruellia
asperula sobre a pressao arterial pulmonar média (PAPM)

Duas diferentes abordagens foram utilizadas para avaliar o efeito do
EHRA sobre a PAPM, um estudo agudo e um crénico. No estudo agudo o
EHRA foi administrado intravenosamente em animais normotensos para avaliar
seus efeitos sobre a PAPM. No estudo crénico o EHRA foi administrado via oral
em animais com hipertensdo 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 cirlrgico para
implantagdo 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 diametro interno é de 2,1 mm (jelco® n2 14).
Apos isso, a cavidade toracica foi aberta e a artéria pulmonar dissecada. Um
cateter intravenoso medindo 1,9 cm e cujo diametro interno é de 0,7mm (jelco®
n® 24), foi inserido na artéria pulmonar via ventriculo direito. O cateter da artéria
pulmonar foi conectado ao transdutor de pressdo, o mesmo utilizado para a
medida direta da pressao arterial sistémica, e foram registrados os valores da
PAPM.
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4.4.2 Protocolo experimental utilizado nos estudos agudos

4.4.2.1 Avaliacao do efeito do EHRA sobre PAPM em ratos nao
anestesiados

A pressao 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 pressao pulmonar
foram observados e registrados, com intervalos de tempo suficiente para que
0s parametros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de
base. Os valores de PAPM foram computados antes (valores da linha de
base) e ap6s a administracdo do EHRA, foram expressos em valores
absolutos.

4.4.3 Avaliacao do efeito do tratamento crénico com o EHRA sobre a
PAPM em animais com hipertensao pulmonar induzida por MCT

Os animais foram divididos em trés grupos. Um grupo recebeu a injecao
de solucao salina (NaCl 0,9%) subcutanea. Num segundo grupo 0s animais
receberam a injecao de MCT subcutaneamente (60 mg/Kg) em uma dose Unica
e num terceiro grupo os animais tratados com MCT subcutaneamente
receberam o EHRA via oral por gavagem orogastrica na dose de 100 mg/Kg
duas vezes ao dia por 4 semanas. Nesse estudo os animais foram pesados
semanalmente para avaliacdo do ganho ponderal.

Apo6s um periodo de 4 semanas todos os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para a medida da PAPM, como descrito anteriormente
(Figura 14) Foram avaliados também os efeitos sobre a PAM nesses grupos.
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Rato wistar normotenso

Tratamento com
Tratamento com Tratamento com MCT (60 mg/Kg s.c)
Solucao salina MCT +
(0,9%) sc. (60 mg/Kg s.c) EHRA (100 mg/Kg v. o)
n=8 n=13 2x ao dia
n=4
4 Semanas

Procedimento cirirgico para
medida da PAM e PAPM

Figura 14: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito do EHRA (100 mg/Kg, v.0.) sobre a PAM e a PAPM em ratos anestesiados.

4.5 Analise estatistica

Os valores de CEsp (concentracao efetiva que produz 50% da resposta
maxima) foram expressos como média (intervalo de confianca) e os valores de
Emax (resposta maximo induzida pelo extrato) foram expressos como média *
erro padrao da média (e.p.m.). Foram realizados os testes “t” de Student
(pareado e nao pareado) e analise de variancia “one-way” (ANOVA) com o pés-
teste de Bonferroni e os valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Os valores de CEsp foram obtidos através de regressdo nao-linear das
curvas individuais tracadas a partir dos valores percentuais das respostas
induzidas pelo EHRA para cada experimento. Para estudar o efeito
vasorelaxante induzido pelo EHRA, dois paradmetros farmacoldgicos foram

analisados: 0 Enax € CEsp.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do EHRA sobre a Pressao Arterial Média (PAM) e
Freqliéncia Cardiaca (FC) em ratos normotensos nao anestesiados

Os valores basais de PAM e FC dos animais antes da administracéo
do EHRA foram respectivamente de 124 + 4 mmHg e 366 + 13 bpm. A
administracdo do EHRA (1; 5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) induziu uma resposta
transiente caracterizada por hipotensédo (% PAM =-440 + 1,14;-11,3 *+ 0,96;
-13,6 £1,54;-15,7 £+ 1,6 e -16,8 *+ 1,6 , respectivamente) associada a uma
taquicardia (% FC=2,5 + 1,3; 11,0 £ 1,8;13,6 £ 1,4;192 + 20e 17,1 £
1,3, respectivamente) de maneira dependente de dose (foi realizado o teste

anova “one-way” para a comparagao entre os valores encontrados de % de
PAM e % de FC) (n=7) (Figuras 15 A, 15B, 16 Ae 16 B).

EHRA EHRA EHRA EHRA EHRA
A s 1moKg smgKg 10mgKg 20mgKg 40mgKg
o ! ! ! .
I Vg v Y \Y Y
& 5.
0

EHRA EHRA EHRA EHRA EHRA
B 0~ 1mMgKg SmgKg 10mgKg 20mgKg 40mgKg
4004 v . . . v

o Pirwia il Ul Uttty Aouintf 0 s
G 2001 —PAS
100+ — PAM
~——PAD
aET —FC

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) em rato
normotenso nao anestesiado. As setas indicam o momento da administragdo do EHRA
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Figura 16: Efeitos do EHRA sobre a Pressdo Arterial Média (PAM, %) (A) e
Frequéncia Cardiaca (FC, %) (B) em ratos normotensos nao anestesiados. Os valores

foram expressos como média * e.p.m. de 7 experimentos.
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5.2  Efeito do EHRA sobre as contragdes induzidas por FEN em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato na presenca ou auséncia do

endotélio funcional

A administragdo cumulativa do EHRA (1 — 300 pg/mL) induziu um
vasorelaxamento dependente de concentracdo em anéis intactos de artéria
mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10 uM) (Figuras
17 e 18). A remogdo do endotélio ndo alterou a resposta vasorelaxante
induzida pelo EHRA, com demonstrado pelos valores de CEsp obtidos de
artérias com endotélio intacto (CEsy = 51,47 (44,48 - 59,56), ug/mL n=4) e
artérias em que o endotélio foi removido (CEsg = 50,34 (44,07 — 57,51) pug/mL,
n=6). Também, a percentagem de relaxamento maximo (Emsx) induzida pelo
EHRA nao foi alterada pela remog¢ao do endotélio, os valores de Ensx foram
98,8 £ 10,68% € 98,43 £ 5,65% para artérias com ou sem o endotélio funcional,
respectivamente (Figura 18).

O tempo necessario para que fossem obtidas as respostas maximas
para cada concentragdo do EHRA variou entre 15 e 20 min. No final dos
experimentos, a reversdo do relaxamento produzido pelo EHRA foi obtida apés
1 hora de sua retirada das cubas através da troca de solugdo de Tyrode e
verificacdo da responsividade do tecido a FEN (10 uM). A reversibilidade foi
rotineiramente observada para assegurar que o relaxamento néo foi devido a
alteracdes na contractilidade do tecido (dados ndo mostrados).

A adicdo do EHRA nao foi capaz de modificar, de maneira significativa,
o ténus basal, tanto em anéis com endotélio funcional intacto quanto em anéis

com endotélio funcionalmente removido (dados nao mostrados).
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Figura 17: Registro original representativo ilustrando o efeito de concentragcdes
crescentes do EHRA (1 - 300 pg/mL) sobre a contragéo induzida por FEN 10 puM.
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Figura 18: Curvas concentracdo-resposta para o EHRA em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio funcional pré-contraidos
com FEN (10 pM). Os valores de CEs, estdo expressos como média (intervalo de

confianga), n = 4 — 6.
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5.3 Efeito do EHRA sobre as contracées induzidas por FEN na
presenca de KCI 20 mM em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de rato sem endotélio funcional

Para avaliarmos a participacdo 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-contraidos
com FEN (10 uM), na presenca de solucdo de KCI 20 mM. A curva
concentracao-resposta para EHRA em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato pré-tratados com KCI 20 mM esta representada na figura 19. O
bloqueio parcial do efluxo de K* com o aumento da concentracdo K*
extracelular ([K']e) para 20 mM ndo alterou significantemente o
vasorelaxamento dependente de concentragdo induzido pelo EHRA (1 — 300
ng/mL) (CEsp = 61,74 (55,41 — 68, 79) ug/mL e Emax = 105,76 + 7,39 % n = 6).

10
20+
30+
B FEN10 uM
40+ CEs, = 50,34 (44,07 - 57,51) ug/mL
50+
60+
70-
80-
890+
100+
110

& FEN10 pM apds KCI20 mM
CEs; = 61,74 (55,41 - 68,79) ng/mL

% de Relaxamento

00 05 10 15 20 2§
Log [EHRA] pg/mL

Figura 19: Curvas concentragdo-resposta para o EHRA em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional na presenga de [K'] = 4
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mM ou [K*] = 20 mM pré-contraidos com fenilefrina (10 uM). Os valores de CEs, estéo

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

5.4 Efeito do EHRA sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com KCI 80 mM

EHRA (1 - 300pg/mL) induziu vasorelaxamento dependente de
concentracdo em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-
contraidos com solucao despolarizante (KCl 80 mM). A curva concentracao-
resposta para EHRA, em anéis sem endotélio funcional pré-contraidos com KCI
80 mM nao foi alterada na presenca desse agente contracturante como pode
ser observado na figura 20 (CEsp = 44,65 (40,32 — 49,44) ug/mL n = 4) e Emax
= 98,34 2,67 %), quando comparado aos anéis sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN (10 uM) (CEso = 50,34 (44,07 — 57,51) ug/mL, n=6) e Emax
= 98,43 + 5,65 %.

30+ m FEN 10 pM
40+ CE:, = 50,34 (44,07 57,51) pg/mL

A KCI80 mm
CEs, = 44,65 (40,32 - 49,44) pg/mL

% de Relaxamento
S

100-

0.0 0.5 1 :D ‘[:5 2.0 25
Log [EHRA] pg/mL

Figura 20: Curvas concentragdo-resposta para o EHRA em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraidos com
fenilefrina (10 uM) ou KCI 80 mM. Os valores de CEsy estdo expressos como média

(intervalo de confianga), n = 4 — 6.
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5.5 Efeito do EHRA sobre as contracoes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante e nominalmente sem Ca®* em anéis de artéria mesentérica

isolada de rato, sem endotélio funcional

A administragdo cumulativa de CaCl, (10 - 3x102 M) promoveu uma
contracdo dependente de concentracdo em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato sem endotélio funcional incubados com solugéo
despolarizante (KCI 60 mM) e nominalmente sem Ca*. Quando os anéis foram
incubados com EHRA (100 ou 300 ug/mL) a contragao induzida por CaCl, foi
significativamente reduzida de maneira dependente de concentracdo. No
entanto, concentracdo de 30 ug/mL ndo foi capaz de inibir as contracdes
induzidas por CaCl, (Figura 21A). EHRA na concentracao de 300 pug/mL inibiu
cerca de 62% da contracdo induzida por CaCl,, sendo este o efeito maximo

observado com o extrato em estudo (Figura 21B).
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Figura 21: Curvas concentracao-resposta para CaCl, em solugcao despolarizante (KCI

60mM) nominalmente sem Ca®* em anéis de artéria mesentérica superior isolada de

rato, sem endotélio funcional, na auséncia (controle) e na presenga de concentragbes
isoladas do EHRA (30, 100 ou 300 pg/mL) (A) e valores de Es (B) para os resultados
obtidos na auséncia (controle) e na presengca do extrato. Os resultados estdo

expressos como media £ e.p.m., n=8-11.
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5.6 Efeito do EHRA sobre as contracoées induzidas por S(-)-Bay K 8644 em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio

funcional

A administracdo cumulativa do EHRA (1 — 300 pg/mL) induziu um
vasorelaxamento dependente de concentragdo em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com S(-)-Bay
K 8644 (200 nM) (CEsp = 101,3 (93,08 —110,1) pg/mL e Emsx = 106,69 + 11,93
%, n=5) (Figura 22).

10+
20+

30-

40 = B Bay k8644 200 nM

50- CEs,= 101,3 (93,08-110,1) pg/mL
60+
70-
80-
90-

100+

110-

% de Relaxamento

00 05 10 15 20 25
Log [EHRA] pgimL

Figura 22: Curva concentragdo-resposta para o EHRA em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraidos com S(-)-
Bay k 8644 (200 nM). Os valores de CEs, estdo expressos como média (intervalo de

confianga), n = 5.

Quando comparamos os valores de CEsy observamos que nao ha
diferenga nos resultados encontrados para o relaxamento induzido pelo EHRA
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nas diferentes condigdes experimentais, com excecdo do Bay k 8644 que é
diferente significantemente dos demais grupos (Figura 23).

120+ *

100+

CEsp ,9/mL
g
.|
_|

E- E+ KCI 20 KCI 80 Bay k 8644

Figura 23: Valores de CEs, para o0 EHRA em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato em diferentes condigbes experimentais, *p< 0,05 vs demais grupos.

5.7 Efeito do EHRA sobre as contracoes transientes induzidas por FEN

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

Em meio livre de Ca?*, as contragdes transientes induzidas por FEN (10
uM) nao foram modificadas na presenca de concentracdes isoladas de EHRA
(30 e 300 ug/mL). No entanto, houve diferenca estatistica na concentracao de
100 pg/mL do EHRA (Figura 24).
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Figura 24: Efeito do EHRA (30, 100 e 300 ug/mL) sobre as contragbes transientes
induzidas por FEN (10 uM) em anéis de artéria mesentérica superior de rato, sem
endotélio funcional. Os valores estdo expressos como médiate.p.m.n=4-6

5.8 Efeito do EHRA sobre as contracdes induzidas por Na;VO, (10° —

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

A adicdo cumulativa de NagVO, (10®° — 3x10° M) induziu contragdo de
maneira dependente de concentracdo. Apds as lavagens, uma segunda
contracao foi obtida (experimento controle), obtendo-se o mesmo nivel de
contracdo, (dados nao mostrados). A reversao aconteceu apds um periodo de
1 hora. Nos experimentos realizados na presenga do EHRA (300 ug/mL), ndo
houve alteracao do efeito maximo para a contracao induzida pelo ortovanadato.
(Figura 25).
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Figura 25: Curvas concentracdo-resposta para ortovanadato (10° — 3x10° M) na
auséncia (controle) e presenca do EHRA (300 ug/mL), em artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional. Os resultados estdo expressos como média +

e.p.m, n=5.

5.9 Efeito do EHRA sobre a contracao induzida por fenilefrina na presenca
nifedipina e KCI 60 mM.

O relaxamento induzido pelo EHRA em anéis pré-contraidos com FEN
(10 uM) na presenca de solugdo de KCI 60 mM e nifedipina (1uM) foi
significantemente atenuado com diferencas significantes nos valores da CEsg
(p< 0,05) e Emax (p< 0,001) (CEso = 69,01 (60,06 — 79,28 ug/mL) (Emax = 58,69
t 5,04 %) quando comparado ao resultado encontrado nos experimentos
realizados apenas na presenca da FEN (10 uM) ) (CEso = 50,34 (44,07 — 57,51)
Hg/mL, n=6) e Enax= 98,43 £ 5,65 % (Figura 26).
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Figura 26: Curvas concentracdo-resposta para o EHRA em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional pré-contraidos com
fenilefrina (10 uM) na auséncia (controle) e na presenca de KCI 60 mM e nifedipina 1
HM. Os valores de CEs, estédo expressos como média (intervalo de confianga), n = 6.

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

normotensos anestesiados

Nesse experimento foi avaliada a PAPM em animais normotensos
anestesiados antes e apds a administracao intravenosa aguda do EHRA. Com
a adicdo do EHRA (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg) ndo houve alteracdes significantes
sobre a PAPM dos ratos (PAPM mmHg =37 £ 0,47;38 £4,7;34 £4,5;38t2¢
34 = 2, respectivamente) quando comparados com o0s valores antes da
administragdo do extrato (PAPM mmHg = 33 £ 1), (Figura 27).
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Figura 27: Efeitos da administracdo aguda do EHRA (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.)
sobre a Pressdo Arterial Pulmonar Média (PAPM, mmHg) em ratos normotensos

anestesiados. Os valores foram expressos como media + e.p.m., n = 4.

5.11 Efeito da administracao crénica do EHRA sobre a Pressao Arterial
Pulmonar Meédia em animais anestesiados pré-tratados com

monocrotalina

A MCT foi capaz de induzir hipertensdo 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 crénico 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 (83,7 + 9,57 mmHg) quando comparado com os resultados dos animais

com hipertensao pulmonar induzida pela MCT (60 mg/kg s.c.) (Figura 28).
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Figura 28: Efeitos do tratamento crénico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.0.) sobre
a Pressado 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 administracdao cronica do EHRA sobre a Pressao Arterial
Sistémica Média em animais anestesiados pré-tratados com
monocrotalina

A MCT nao causou alteracbes 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 crénico com o EHRA na dose de 100 mg/kg via oral
2 vezes ao dia durante 28 dias nao 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 crénico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.0.) sobre a
Pressdao Sistémica 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 administracao cronica do EHRA sobre o peso corpéreo de

animais pré-tratados com monocrotalina

Os animais tratados com salina tiveram um ganho de peso durante os 28
dias de observacao de 41,2 £ 3,2 g. O tratamento com uma Unica dose de MCT
(60 mg/Kg, s.c.) induziu uma diminuigdo do ganho de peso (22, 6 £ 2,2 g) em
relacdo 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), nao
sendo extrato capaz de inibir o efeito da MCT sobre esse parédmetro (Figura
30).
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Figura 30: Efeito do tratamento crénico (28 dias) com EHRA (100 mg/Kg, v.0.) sobre a
variagdo do peso corpoéreo 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 DISCUSSAO

Os principais resultados deste estudo foram que o extrato
hidroalcodlico de Ruellia asperula tem atividade hipotensora em ratos
normotensos ndo anestesiados, induz vasorelaxamento em artéria mesentérica
superior isolada de rato e promove inibicdo da instalacdo da hipertenséo
pulmonar no modelo de hipertensdo pulmonar induzida pela monocrotalina
através do tratamento crénico via oral, sem alterar a pressdo arterial média
sistémica, mas levando a uma diminuicdo no ganho de peso desses animais.
Além disso o0 EHRA nao altera a presséao arterial pulmonar média em animais
normotensos de maneira aguda pela administracdo intravenosa. O efeito
relaxante induzido pelo EHRA parece ser mediado por uma inibi¢ao do influxo

de Ca®* através dos Ca,, levando a uma diminuicdo da [Ca*;

e consequente
relaxamento do musculo liso vascular, além disso, os resultados sugerem que
nao s esse mas, um segundo mecanismo pode ainda ter participagdo 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 serdao necessarios para melhor esclarecer esse
mecanismo.

A avaliacdo do efeito da administracdo aguda do EHRA sobre a
pressao arterial e frequéncia cardiaca em ratos foi realizada em animais nao
anestesiados, uma vez que, a anestesia modifica os niveis de PA e FC além do
funcionamento dos principais sistemas envolvidos na regulacdo da PA, tais
como o sistema renina-angiotensina, o sistema nervoso simpatico e o
barorreflexo (FLUCKIGER et, al., 1985; DORWARD et al., 1985), produz
depressdo de algumas sinapses do sistema nervoso central, alterando as
respostas autonémicas (KORNER et, al., 1968; WHITE; MCRITCHIE, 1973;
ZIMPFER et al., 1982), além de outros efeitos prejudiciais sobre os sistemas
basicos de controle fisiolégico da PA (FLUCKIGER et al.,, 1985; SMITH;
HUTCHINS, 1980).

Em animais normotensos ndo anestesiados a administracdo aguda do

EHRA levou a uma resposta transiente de maneira dependente de dose,
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caracterizada por uma hipotensdo associada a uma taquicardia provavelmente
de origem reflexa, assim, possivelmente, o0 EHRA estaria agindo sobre a
resisténcia periférica, através do relaxamento vascular para causar hipotensao.

Como a pressao arterial média é o produto da resisténcia periférica
vascular pelo débito cardiaco, resolvemos avaliar se a hipotensao induzida pelo
EHRA envolveria a participagdo 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 presenca da fenilefrina (10 uM)
(um agonista a-1 adrenérgico), sugerindo que a hipotensdo causada pelo
EHRA provavelmente ocorre através da diminuicdo da resisténcia periférica
vascular.

Durante a década passada, novas funcbes para a célula endotelial
foram sendo descobertas, e o endotélio vascular conceitualmente deixou de ser
uma barreira passiva entre o tecido e 0 sangue e passou a seu status atual de
orgao multifuncional e integrado, principalmente a partir da descoberta do
chamado fator relaxante derivado do endotélio e sua posterior identificacao
como 6xido nitrico (FURCHGOTT, ZAWADZKY, 1980). Na literatura estudos
mostram o importante papel desempenhado pelos fatores vasorelaxantes
difusiveis produzido pelo endotélio vascular, atualmente descritos como 6xido
nitrico (espécie reativa de oxigénio), prostaglandinas (metabdlitos do &cido
araquidénico) e um terceiro fator ainda ndo caracterizado chamado fator
hiperpolarizante derivado do endotélio, no controle do tdnus vascular e pressao
sanguinea (FELETOU; VANHOUTTE, 2006). Assim como, a participacao do
endotélio nos relaxamentos induzidos por uma variedade de substancias
quimicas, endégenas e exogenas (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; COHEN;
VANHOUTTE, 1995; CHAUHAN et al., 2003). Diante destas consideracoes,
passamos a avaliar a influéncia do endotélio funcional na resposta
vasorelaxante induzida pelo EHRA, para tanto, utilizamos preparacdées em que
o endotélio foi mecanicamente removido e comparamos com a resposta
relaxante do extrato na presenca e na auséncia do mesmo. Observamos entao
que o EHRA relaxa de forma equipotente as contragdes induzidas por FEN na
presenca e na auséncia do endotélio funcional, levando-nos a sugerir que o
vasorelaxamento produzido pelo EHRA, em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, ndo 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 musculo liso arterial.

Nas células de musculo liso, a hiperpolarizacdo ou repolarizagao
podem ser produzidas por agentes que ativam os canais para K*, levando ao
efluxo desses ions e conseqliente vasodilatacdo (GURNEY, 1994; NELSON;
QUAYLE, 1995). Os canais para K" tém um importante papel na homeostasia
da pressao sanguinea, pela regulacdo das funcdes vasculares das células
musculares lisas e cardiomiocitos (BERG, 2002).

Uma propriedade tipica das drogas que promovem vasorrelaxamento
por ativarem canais para K* é que elas efetivamente inibem a contragdo da
musculatura vascular produzida por um aumento moderado na concentracao
de K* extracelular (< 40 mM), porém ndo sao efetivas quando a concentracéo
de K" é alterada para niveis mais altos. Isto porque em elevadas concentracoes
de K*, o potencial de membrana da célula muscular lisa esta préximo do
potencial de equilibrio do K*, onde ndo ocorre efluxo deste ion, e, portanto, a
hiperpolarizacdo é evitada. Esta propriedade permite estabelecer distincao
entre os ativadores de canais para K* e os bloqueadores de canais para Ca**,
que demonstram comportamento diferenciado nesta circunstancia (GURNEY,
1994).

Baseado na importancia dos canais para K" na regulacao de fungdes
vasculares resolvemos avaliar a participacdo destes canais na resposta
vasorelaxante induzida pelo EHRA utilizando preparacdes incubadas com KClI
20 mM, condicdo 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
preparacées onde os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
foram pré-contraidos com FEN na presenca de KCL 20 mM. O fato do efeito
vasorelaxante induzido pelo EHRA nao ter sido alterado nessa condi¢ao sugere
que a resposta relaxante induzida pelo EHRA parece nao envolver estes
canais.

Com a finalidade de observar a resposta do EHRA frente a contracées
geradas por um diferente estimulo, passamos a avaliar o efeito do EHRA em
preparacdes pré-contraidas com solugdo despolarizante de KCI 80 mM. J& é

bem descrito na literatura que contracdes induzidas por altas concentracdes de
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K*, nas células de musculo liso, sdo mediadas por uma despolarizagdo de
membrana e um aumento do influxo de Ca®* através dos Ca, (GODFRAIND;
KABA, 1969; SOMLYO; SOMLYO, 1994). Este é um passo em comum da
contracao gerada por agonistas de receptores acoplados a proteina Gg/11 (ex.
FEN), em células de musculo liso, onde a contracao é resultado da mobilizacao
de ambos Ca® intracelular e extracelular (KITAZAWA; MASUO; SOMLYO,
1991; KARAKI et al.,, 1997). O EHRA foi capaz de relaxar as contracdes
induzidas por altas concentracdes de K" de maneira semelhante a contraciao
induzida por FEN. Esse resultado sugere que o efeito vasorelaxante induzido
pelo EHRA possa envolver o bloqueio de canais para Ca?* dependentes de
voltagem.

Para verificar a hip6tese de que o EHRA estaria bloqueando o influxo
de Ca*" através dos Ca,, avaliou-se o efeito do extrato frente as contracdes
induzidas por CaCl,, em meio despolarizante nominalmente sem Ca®*. Este
protocolo experimental baseia-se no fato de que as contracées sdo geradas,
quase que exclusivamente, pelo influxo de Ca?', j4 que a despolarizagao
promovida por concentragdo elevada de K* extracelular induz a abertura dos
Ca,. O EHRA antagonizou de maneira dependente de concentracdo as
contracg6es induzidas por CaCl, nas duas maiores concentragdes.

Esses resultados em conjunto, sugerem que o efeito vasorelaxante
induzido pelo EHRA pode ser devido a uma possivel inibicdo dos Ca,
resultando em uma diminuicdo no influxo de Ca®** no musculo liso de artéria
mesentérica superior de rato.

As células musculares lisas vasculares expressam dois tipos principais
de Ca,, os Ca,1 (tipo-L) e os Ca,3 (tipo-T). Os Ca,1 (tipo-L), mais recentemente
referidos como Ca, 1.2 (CATERRAL et al., 2005), sdo 0s mais expressos, desta
forma, exercendo um papel importante na determinagdo da pressdo sanguinea
sendo seus bloqueadores uma importante classe de drogas anti-hipertensivas
(CRIBBS, 2006).

Com o intuito de avaliar o subtipo de Ca, envolvido na resposta
vasorelaxante induzida pelo EHRA, analisou-se seu efeito sobre as contracdes
ténicas induzidas pelo derivado diidropiridinico S(-)-Bay K 8644, um ativador
seletivo dos Ca,1 tipo-L (SCHRAMM et al., 1983). EHRA causou relaxamento
das contracdes tonicas induzidas por S(-)-Bay K 8644 de maneira dependente
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de concentracdo, entretanto com poténcia menor do que aquelas obtidas
quando as contra¢des foram induzidas por FEN ou KCI 80 mM. Esses dados
sugerem o envolvimento dos Ca, tipo-L na resposta vasorelaxante induzida
pelo EHRA, porém, ndo descartando o envolvimento de outros mecanismos
nesta resposta.

Varios produtos naturais derivados de plantas causam vasodilatacéo
por alterar o metabolismo do Ca?" nas células de musculo liso vascular
(MCNEILL; JURGENS, 2006). De fato, o aumento e a diminuicdo da
concentracdo de Ca®* intracelular sdo os principais sinais que iniciam
respectivamente, a contracdo e o relaxamento musculares. O aumento da
[Ca®*]; em células de musculo liso vascular é principalmente controlada pelo
influxo de Ca®* e a mobilizagdo de Ca?* dos estoques intracelulares (KARAKI et
al., 1997).

O bloqueio dos Ca, é apenas um dos mecanismos que podem levar ao
relaxamento. Como foi observado, o efeito vesorelaxante do EHRA é mediado
pela inibicdo do influxo de calcio através desses canais e que a ativagcdo dos
canais para potassio nao esta envolvida nessa resposta. No entanto pdde ser
observado nos resultados que este ndo era o Unico 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 participagdo desses mecanismos esta inibida utilizando
para isto uma solugdo de alto potassio que leva a inibicdo dos canais para
potassio e em seguida utilizamos a nifedipina para inibir a participacao dos Ca,.
Este dltimo procedimento levou a um relaxamento mediado pela inibicdo
desses canais. A solugdo de KCI 60 mM teve como objetivo adicional
evidenciar a atividade da nifedipina que foi confirmada com o relaxamento da
contragao induzida pelo KCl 60 mM. Em seguida foi testado o EHRA sob essas
condicoes frente a uma contracdo induzida pela fenilefrina. Como resultado
observamos que o EHRA foi capaz de induzir relaxamento, mas com uma
menor poténcia. Isto sugere que o relaxamento induzido pelo EHRA envolve
outros mecanismos além da inibicdo do influxo de célcio.

Tem sido bem documentado que a mobilizagdo de Ca®* esta envolvida
na resposta vascular de muitas substancias vasoativas. O inositol 1,4,5-tris-

fosfato (IP3) foi reconhecido como o primeiro mensageiro secundario a mediar
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respostas vasculares de varios agonistas tais como noradrenalina,
angiotensina Il, vasopressina, endotelina, tromboxano A, e outros (ZHANG; LI,
2006). Nesta via de sinalizagdo, agonistas atuando através dos seus
respectivos receptores levam a ativagéo da fosfolipase Cg,via da proteina Gg1,
a qual converte fosfatidilinositol-4, 5,-bifosfato (PIP2) em IP3; e diacilglicerol
(DAG). O IP5 induz a liberagdo de Ca** através dos receptores sensiveis ao IP3
(IPsR) no reticulo sarcoplasmatico levando a um aumento do [Ca®]
(THORNELOE; NELSON, 2005). Os eventos de liberagdo de Ca?** mediados
por IPsR sdo chamados “puffs” de Ca®** (THORNELOE; NELSON, 2005).

Existem muitos agonistas ou estimulos que induzem a liberacao de
Ca** dos estoques intracelulares independente da via do IPs, por exemplo a
cafeina, a rianodina e o préprio Ca?*, que induzem a mobilizagdo de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico através da ativacdo dos receptores de rianodina
(RYR). Os RYRs sdo canais para Ca?*, analogos aos IPsRs, presentes na
membrana do reticulo sarcoplamético que sdo abertos por ligagdo do Ca®* em
um sitio citoplasmatico do canal (THORNELOE; NELSON, 2005). Os eventos
de liberagdo de Ca** mediados por RYRs sdo chamados “sparks” de Ca**
(JAGGAR et al., 2000).

Baseado na importancia dos sinais de Ca?* gerados por IPsRs e RYRs
para as fungcdes vasculares resolvemos avaliar a participacdo da mobilizacdo
de Ca®** dos estoques intracelulres sensiveis a IP3 na resposta vasorelaxante
induzida pelo EHRA. Para isso, foram geradas contracbes transientes
induzidas por 10 uM FEN em meio livre de Ca®'. Nestas condicbes, essas
contragdes sdo mediadas apenas via a liberacdo de Ca?* dos estoques
intracelulares. A incubagcdo do EHRA, nas mesmas condi¢cdes, nao alterou as
contracOes transientes induzidas por FEN, havendo diferenca estatistica
apenas na concentragdo de 100 ug/mL o que nao é sugestivo de mecanismo
de vasorelaxamento ja que ocorreu numa concentracao isolada do EHRA.
Esses resultados sugerem que o EHRA provavelmente nao interfere com a
mobilizacdo de Ca®** induzida por IP; (ativada pela FEN). Em estudos
posteriores serao realizados experimentos para avaliar o efeito do EHRA sobre
os RYRs.
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A ativagao da cinase da cadeia leve de miosina dependente de calcio e
o estado de fosforilacdo da cadeia leve de miosina sao regulados pela
fosfatase da cadeia leve de miosina, que remove a ligacao fosfato de alta
energia da cadeia leve de miosina para promover o relaxamento do musculo
liso. Sao trés subunidades da fosfatase da cadeia leve de miosina: uma de 37
kDa, que € a subunidade catalitica, uma de 20 kDa, que é uma subunidade
variavel, e uma de 110 a 130 kDa, que € a subunidade de ligagdo a miosina. A
subunidade de ligagdo a miosina, quando fosforilada, inibe a atividade
enzimatica da fosfatase da cadeia leve de miosina, permitindo que a cadeia
leve de miosina permaneca fosforilada, deste modo promovendo contracéo. A
pequena proteina G RhoA e seu alvo abaixo na cascata, Rho cinase, tém um
importante papel na regulacdo da atividade da fosfatase da cadeia leve de
miosina. Rho cinase, uma cinase de residuos de serina e treonina, fosforila a
subunidade de ligacao da fosfatase da cadeia leve de miosina, inibindo sua
atividade e assim promovendo o estado fosforilado da cadeia leve de miosina.
A inibicdo da Rho cinase induz relaxamento em segmentos de musculo liso
contraidos com diferentes agonistas. No animal intacto, os inibidores
farmacolégicos da Rho cinase causam relaxamento do musculo liso arterial,
resultando na diminuicdo da pressdo arterial. Inibidores farmacoldgicos
seletivos dessas proteinas tém sido desenvolvidos e sdo agora amplamente
utilizados experimentalmente para investigar o papel dessa via de sinalizacédo
na fungdo vascular. Rho e Rho-cinase tém atraido crescente interesse como
um resultado de emergentes evidéncias para seus papéis na patogénese de
varias desordens cardiovasculares, incluindo hipertensdo, vasoespasmos
coronariano e cerebral, aterosclerose e diabetes, e sdo agora considerados
importantes alvos terapéuticos para o futuro. Drogas que interferem com a via
Rho-Rho cinase sdo amplamente utilizadas na pesquisa de novas drogas
(BUDZIN et al., 2006).

Para avaliar a participagdo do EHRA na via Rho- Rho cinase realizamos
experimento na presenca do ortovanadato, que leva a inibicao da fosfatase da
cadeia leve de miosina. Como resultado tivemos que o EHRA nao foi capaz de
inibir a contragdo induzida pela sensibilizagdo da maquinaria contratil,
sugerindo assim que o relaxamento induzido pelo EHRA n&o envolve a
participacédo da via RhoA-Rho cinase.
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As drogas que bloqueiam os canais para Ca®* tém sido usadas
clinicamente no tratamento de uma variedade de desordens cardiovasculares,
incluindo a hipertensdo (VAN ZWIETEN; JONGE; TIMMERMANS, 1983) e a
hipertensao pulmonar (MOREL et al., 2003). Como o EHRA apresentou efeitos
relaxantes que parecem ser mediados pela inibicdo desses canais, resolvemos
avaliar se o extrato poderia ter efeitos sobre a pressdo pulmonar em animais
normotensos através da administracdo intravenosa do mesmo e naqueles
animais com hipertensao induzida no modelo de hipertensao pulmonar induzida
pela MCT, os quais receberam o extrato via oral. Admitindo-se que o volume de
liquido tecidual de um rato € 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 disponiveis
10% dessa dose teriamos valores de concentracdo teciduais muito
semelhantes aos valores de CEsy 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 pressao arterial pulmonar média nao foi significantemente
alterada. Nos animais tratados com MCT houve um aumento nos niveis da
PAPM levando a um quadro de hipertensdo pulmonar, sem aumento da
pressao arterial média sistémica e com diminuicdo no ganho de peso desses
animais. Os animais tratados com MCT s.c., nos quais o EHRA foi administrado
via oral, a instalagdo da hipertensao pulmonar foi inibida, sem alterar a pressao
arterial média sistémica, mas também houve diminuicdo do ganho de peso
corporeo.

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 Ca,, no entanto, outro mecanismo pode estar envolvido
e esse efeito vasorelaxante pode ser responsavel pelo efeito hipotensor
observado nos experimentos in vivo. Além disso, EHRA causa inibicdo da
implantagédo da hipertensao pulmonar no modelo de hipertenséo induzida pela
MCT sem alterar a PAPM nos animais normotensos tratados agudamente.
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7 CONCLUSOES

1)

Como conclusdes deste estudo tivemos que:

O EHRA induz hipotensdo e taquicardia em ratos normotensos nao

anestesiados de maneira dependente da dose;

O EHRA causa vasorelaxamento, em anéis de artéria mesentérica

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

Parece ndo haver envolvimento direto de canais para K* no relaxamento
induzido pelo EHRA;

O EHRA n3o alterou a mobilizagdo de Ca?* dos estoques intracelulares

sensiveis ao IP3;

O vasorelaxamento induzido pelo EHRA parece envolver inibicdo do
influxo de Ca®* através dos Cay;

Parte do relaxamento induzido pelo EHRA pode estar sendo mediado
por outros mecanismos diferentes daqueles ja investigados;

O EHRA administrado cronicamente v.o. promoveu inibicdo da
instalagdo da hipertensdo pulmonar no modelo induzido pela MCT, sem
alterar, no entanto, a pressdo pulmonar em animais normotensos

tratados agudamente com o EHRA i.v.

O EHRA administrado cronicamente v.0. ndo causou alteracées sobre a
PAM, no entanto, ndo foi capaz de inibir a diminuicdo do ganho ponderal

que ocorreu pelo tratamento com a MCT.
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8 PERSPECTIVAS

» Investigar o efeito do EHRA sobre modelos de hipertenséo arterial utilizando

animais espontaneamente hipertensos;

» Avaliar o efeito do EHRA sobre canais para calcio operados por receptor e

canais para célcio operados por estoque;

e Avaliar o efeito do EHRA sobre as contragdes transientes induzidas pela

cafeina;

« Avaliar o efeito do EHRA sobre os Ca, utilizando técnicas eletrofisiolégicas;

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

o Caracterizar o mecanismo de inibicdo da implantacdo da hipertensao

pulmonar em artéria pulmonar isolada de rato;

o Testar outras doses do EHRA em animais com hipertensdo pulmonar
induzida pela MCT;

« Investigar os efeitos cardiovasculares dos constituintes quimicos isolados
do EHRA;
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