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Avaliagcéo do efeito vasorrelaxante do extrato etandlico das partes aéreas de Sida
santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) em artéria mesentérica isolada de rato

Arcanjo, D. D. R.
Pés-Graduacao em Farmacologia
Dissertacao de Mestrado, NPPM/CCS/UFPI (2009)

RESUMO

Sida santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) é conhecida popularmente por
‘guanxuma” no nordeste do Brasil. Estudos anteriores demonstraram para
espécies do género Sida atividades hipotensora, bradicardica e vasorrelaxante
em ratos. O extrato etandlico das partes aéreas de Sida santaremnensis
(SSan-EtOH) promoveu efeito vasorelaxante em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos de maneira dependente de concentracdo em
preparacées com endotélio vascular (CEso=18,84 + 4,11 ug/ml), este efeito foi
atenuado apés a remocao do endotélio (CEsp= 71,06 £ 4,70 ug/ml***), sem
alteracao no efeito maximo (Emax= 100,0 = 0,0 %). Resposta semelhante foi
observada em preparagdes com endotélio vascular na presenca do inibidor da
NO-sintase, L-NAME 100 pM (CEsp = 124,98 + 15,33 pg/ml***), ou do inibidor
da ciclooxigenase, indometacina 10 uM (CEsp = 247,02 £ 35,50 pug/ml) ou do
inibidor ndo seletivo dos receptores muscarinicos, atropina 1 nM (CEsp= 97,29
+ 17,84 pg/ml**). Em preparagcdes com endotélio intacto, a participacdo dos
canais para K* foi avaliada com pré-tratamento com KCI 20 mM e TEA 3 mM
(CEsp = 55,38 £ 4,11*** e CEs5p = 45,87 £ 4,96™*, respectivamente). A influéncia
do EDHF foi avaliada na presenca de L-NAME 100 uM + Indo 10 uM + TEA 3
mM em preparacdes com endotélio vascular, e a resposta vasorrelaxante foi
atenuada (CEsp = 31,26 + 2,56*). Em anéis de artéria mesentérica superior sem
endotélio funcional, a pré-incubacao de concentracbes de Ssan-EtOH (9, 27,
81, 243 e 500 pg/mL) foi capaz de inibir de maneira concentragdo-dependente
as contragbes induzidas por fenilefrina (10° — 10° M), havendo ainda um
deslocamento da curva para direita com inibicao do efeito maximo (Enax= 98,0
+ 1,59; 91,04 + 542; 45,82 + 1,88***; 11,15 £ 245" e 5,59 £ 1,05 %***,
respectivamente). Em anéis sem endotélio pré-contraidos com KCI 80 mM, a
adicdo cumulativa de SSan-EtOH promoveu efeito vasorelaxante
concentracdo-dependente (CEso= 49,37 + 6,46 pg/ml). Em meio despolarizante
nominalmente sem calcio, SSan-EtOH (27, 81, 243 e 500 pg/ml) inibiu de
maneira concentracao-dependente as contragdes cumulativas induzidas pela
adigdo de CaCly (10° — 3x10%M); (Emax= 97,53 + 3,78; 43,53 + 5,41***; 52,89 +
480" e 26,68 + 3,82 %***, respectivamente). O efeito vasorelaxante
promovido por SSan-EtOH em preparacées com endotélio vascular envolve
provavelmente a participacdo da enzima NO-sintase e dos metabdlitos da
ciclooxigenase, bem como a participacdo dos receptores muscarinicos e do
fator hiperpolarizante derivado do endotélio. O efeito independente do endotélio
ocorre provavelmente pela inibicao do influxo de calcio através dos canais para
calcio sensiveis a voltagem.

Palavras chave: artéria mesentérica, Sida santaremnensis, vasorrelaxamento.



Avaliacéo do efeito vasorrelaxante do extrato etandlico das partes aéreas de Sida
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Dissertacao de Mestrado, NPPM/CCS/UFPI (2009)

ABSTRACT

Sida santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) is popularly known as
‘guanxuma” in Brazilian Northeast. Previous studies have demonstrated
hypotensive, bradycardic and vasorelaxant activities in rats for plants from the
genus Sida species. The etanolic extract obtained from aerial parts of Sida
santaremnensis  (SSan-EtOH) promoted a  concentration-dependent
vasorelaxant effect in rat mesenteric artery rings with intact endothelium (ECsq
=18.84 + 4.11 ug/mL), which was attenuated after endothelium remotion (ECso=
71.06 £ 4.70 pg/mL**), without changing the maximum effect (Eqnax= 100.0 £ 0.0
%). Similar results were observed in preparations with intact endothelium in the
presence of the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME 100 uM (ECso = 124.98 +
15.33 pug/mL***), or of the cyclooxygenase inhibitor indomethacin 10 uM (ECsp =
247.02 + 35.50 pg/mL), or of the non-selective muscarinic antagonist atropine 1
nM (ECso= 97.29 + 17.84 pg/mL**). In preparations with endothelium, K*
channels involvement was analyzed in the presence of KCI 20 mM and TEA 3
mM (ECsp = 55.38 + 4.11™** and ECsy = 45.87 + 4.96**, respectively). The
endothelium-derived hyperpolarizant factor (EDHF) involvement was verified in
presence of L-NAME 100 uM + Indo 10 uM + TEA 3 mM in preparations with
intact endothelium, and relaxant effect was decreased (ECsp = 31.26 + 2.56%).
In rings of superior mesenteric artery without functional endothelium, the
preincubation with different concentrations of SSan-EtOH (9, 27, 81, 243 e 500
ng/mL) was able to inhibit phenylephrine-induced contractions (10° — 10 M) in
a concentration-dependent way, and also shifting the concentration-response
curve to the right with inhibition of the maximum effect (Emax= 98.0 £ 1.59; 91.04
+5.42; 45.82 + 1.88"**; 11.15 + 2.45 *** ¢ 5.59 + 1.05 ***, respectively). In rat
mesenteric artery rings without endothelium and precontracted with KCI 80 mM,
the cumulative addition of SSan-EtOH promoted a concentration-dependent
vasorelaxant effect (CEsp= 49.37 + 6.46 pug/mL). In a nominally calcium-free
depolarizing medium, SSan-EtOH (27, 81, 243 e 500 pg/mL) inhibited the
contractions induced by cumulative addition of CaCl, (10° — 3x10% M) in a
concentration-dependent way (Emax= 97.53 + 3.78; 43.53 + 5.41***; 52.89 +
480" e 26.68 + 3.82 %***, respectively). The endothelium-dependent
vasorelaxant effect promoted by SSan-EtOH probably involves not only the
participation of the enzyme nitric oxide synthase but also the cyclooxygenase
metabolites as well as the muscarinic receptors and the endothelium-derived
hyperpolarizant factor (EDHF). The endothelium-independent effect probably
occurs through the inhibition of calcium influx through voltage-dependent
calcium channels.

Keywords: mesenteric artery, Sida santaremnensis, vasorelaxant effect.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais sobre contracao e relaxamento no musculo

liso vascular

O mausculo liso é o principal tipo de musculo que controla e regula o
funcionamento da maioria dos 6érgaos do corpo, e representa uma ferramenta
util para a investigacdo de atividades biolégicas de substancias de qualquer
fonte, seja natural ou sintética (WATTERSON et al., 2005). A contracdao do
musculo liso é dependente do aumento da concentragdo de Ca?* intracelular
através do influxo extracelular e liberacao de calcio dos estoques intracelulares
(SOMLYO; SOMLYO, 1994)

Os canais ibnicos desempenham um papel central neste processo.
Como em todas as células musculares, a musculatura lisa vascular utiliza ions
Ca®* como um mecanismo de acionamento do processo de contracdo. O
influxo de célcio através de canais para calcio sensiveis a voltagem (CaylL) na
membrana plasmatica e liberacdo de célcio dos estoques intracelulares sao as
principais fontes para a ativagdo do mecanismo da contragdo (JACKSON,
2000).

Os estudos iniciais sobre a regulacdao da contragdo no musculo liso
mostraram que o fon Ca?*, semelhante ao que ocorre no musculo estriado, é o
mensageiro secundario do processo de contracdo. Todavia, as troponinas,
entre elas a troponina C, conhecido alvo intracelular para o Ca®* no musculo
estriado, ndo existiam no musculo liso, e os flamentos de actina e miosina nao
interagem entre si da mesma forma que no musculo estriado (EBASHI 1960;
MURPHY, 1976). Com a descoberta da calmodulina (CaM) (CHEUNG, 1970;
KAKIUCHI; YAMAZAKY, 1970), uma proteina ligante de Ca®* no musculo liso,
foi demonstrada a correlacao existente entre a fosforilacdo da cinase da cadeia
leve da miosina (MLCK) e o inicio da contragdo. Um aumento da concentracao
de Ca® intracelular ([Ca®']) induzido por um estimulo qualquer promove a
ligacdo do Ca** & CaM, formando assim o complexo (Ca**)/CaM, que sofre uma

alteracao conformacional e ativa a MLCK, enzima, que através da transferéncia
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de um grupo fosfato do trifosfato de adenosina (ATP), fosforila o sitio
regulatério (LC20) da cadeia leve da miosina (MLC). A MLC fosforilada
desencadeia o mecanismo de ciclagem das pontes entre os filamentos de
actina e miosina, ocorrendo o0 deslizamento destes filamentos com
consequente desenvolvimento de for¢a ou contracdo do musculo (JOHNSON;
SNYDER, 1995). A diminuicdo dos niveis de Ca®" para os niveis basais
desativa a MLCK. O relaxamento do musculo liso ocorre através da acao da
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), que defosforila a LC20. Esta
reacdo é relativamente lenta, por isso as contracdes do musculo liso sédo
tipicamente mais sustentadas e dissipam-se mais lentamente que as do
musculo estriado (GARRET; GRISHAM, 1995).

Um dos mecanismos envolvidos no relaxamento muscular é a
hiperpolarizacdo de membrana que pode ocorrer em funcdo da liberacdo do
oxido nitrico (NO), que ativa diretamente a guanilil ciclase (GC); ou no caso dos
agonistas que induzem relaxamento, ao ligarem-se aos seus receptores
promovendo ativacao direta da GC ou da adenilil ciclase (AC), resultando na
formacao do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e monofostato ciclico
de adenosina (AMPc), respectivamente. O aumento na [GMPc] ativa a proteina
cinase G (PKG), enquanto que o aumento da [AMPc]i ativa tanto a proteina
cinase A (PKA) como a PKG, que resulta na ativacdo de canais para K na
membrana plasmatica e consequente hiperpolarizacdo. A hiperpolarizacao
reduz o influxo de Ca®* através dos canais Cay do tipo L, diminuindo portanto a
[Ca?']i, a fosforilacdo da miosina e por conseguinte a contragcdo (REMBOLD,
1996).

Os mecanismos de relaxamento envolvidos no acoplamento
farmacomecanico incluem: (1) Aumento na atividade da enzima Ca®*-ATPase
(bomba de Ca*) tanto do reticulo sarcoplasmatico (RS) como da membrana
plasmatica através da PKG, levando a um aumento do sequestro e da extrusao
de Ca?', respectivamente, diminuindo assim a [Ca®']; (2) Diminuicdo da
formacao do 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e conseqliente diminuicdo da

liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares; (3) Reducdo da [Ca®']i

pelo
AMPc por diminuir o influxo de Ca®*, indiretamente por hiperpolarizacdo ou por

agir diretamente nos Cay do tipo L (REMBOLD, 1996).
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O endotélio vascular € uma monocamada de células que reveste os
vasos sanguineos e separa a corrente circulatéria do musculo liso vascular.
Nao constitui simplesmente uma membrana de dialise, mas possui intensa
atividade metabdlica, estando envolvido na sintese e/ou no metabolismo de
diversos mediadores enddgenos tais como o NO, as prostaglandinas e as
endotelinas.

Diversas substancias derivadas do endotélio parecem estar
envolvidas na modulagao fisiologica do controle local do ténus e do fluxo
vascular: a) substancias vasodilatadoras — NO e a prostaciclina (PGlz2); b)
substancias vasoconstritoras — endotelinas e tromboxano A2, por exemplo.
Estas substancias, que sao em alguns casos produzidas continuamente pelas
células endoteliais em pequenas quantidades, podem ser liberadas em
guantidades bem maiores por estimulos mecéanicos e humorais (BEVAN;
HENRION, 1994).

A descoberta de fatores enddgenos derivados do endotélio, em
especial o NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), iniciou um novo capitulo na
compreensao dos mecanismos das doencas cardiovasculares e dos métodos
de prevencgao e tratamento, o qual foi originalmente identificado como um fator
endotelial relaxante do musculo liso vascular, sendo um importante mediador
da sinalizacgao intracelular em varios tecidos (SOUZA et al., 2007).

O 6xido nitrico € um mediador generalizado produzido em diversos
tecidos biologicos por uma das trés isoformas de NO-sintase (NOS) (GUIX et
al. 2005; SIMKO et al., 2007). Trés isoformas de NOS foram descritas até hoje,
sendo as isoformas endotelial (NOS1) e neuronal (NOSs) denominadas
constitutivas (cNOS), ao passo que a NOS:z € conhecida com NOS indutiva
(INOS). A cNOS produz NO em quantidades pico-nanomolares por curtos
periodos, por mecanismo dependente de calcio, enquanto a iINOS produz NO
em grande quantidade e por longo tempo, uma vez que ocorra ativagao celular
por estimulos inflamatérios como citocinas e lipopolissacaridio. A produgéo de
NO via cNOS esté relacionada a homeostase, enquanto a producéao de NO via
ativacao da iNOS esta ligada a fenémenos fisiopatolégicos (ROCHA et al.,
2003).
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A sintase do NO endotelial ou tipo-lll (eNOS ou NOS-III) foi
originalmente identificada no endotélio vascular, e sua ativacdo regula a
resisténcia vascular, sendo Ca?*/calmodulina dependente. No sistema nervoso
central (SNC) est4d predominantemente presente no endotélio dos vasos
cerebrais, em algumas populacdes de neurdnios (DINERMAN et al., 1994) e
em células da glia (WIENCKEN; CASAGRANDE, 1999).

O NO, além de sua potente acao vasodilatadora, promove outros
importantes efeitos vasculares, renais e cardiacos, incluindo a acao
antiagregante plaquetaria, a modulagdo do ritmo de filtragdo glomerular e o
efeito sobre os remodelamentos vascular e cardiaco (BARTUNEK et al., 2000;
HU et al., 2005). Por sua vez, a diminuicao endégena da producao do NO pode
estar relacionada a reducdo da vasodilatacdo endotélio-dependente em
pacientes com hipertensdo, hipercolesterolemia, diabete ou arteriosclerose
(MONCADA; HIGGS, 1993).

1.2. Plantas medicinais X Etnofarmacologia

Desde a origem dos tempos, o0 homem faz uso de produtos naturais
para curar suas enfermidades, sejam eles de origem vegetal, animal ou
mineral. Durante tempos, indigenas, curandeiros e religiosos detiveram o
conhecimento do uso das plantas medicinais; conhecimento este que chegou
as maos dos boticarios, que foram preparando férmulas cada vez mais
especializadas (SIMOES et al., 2003).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o
Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As
observagcdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgagéao das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem,
apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos (LOPEZ, 2006).

A definicio mais aceita da Etnofarmacologia € "a exploracéo
cientifica interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem" (SIMOES et al., 2003). Como
estratégia para investigacdo de plantas medicinais, a abordagem
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etnofarmacol6gica consiste em combinar informagcdes adquiridas junto a
comunidades locais que fazem uso da flora medicinal, com estudos quimico-
farmacoldgicos realizados em laboratérios especializados (SIMOES et al.,
2003).

Portanto, o conhecimento necessario para se compreender que a
razdo pela qual as plantas curam estd em substéncias presentes em sua
composicdo, € nado por magia ou outros aspectos sobrenaturais, teve de
esperar o desenvolvimento cientifico, o qual gerou a metodologia necessaria
para o estudo da quimica e das atividades biolégicas dos produtos naturais
(FARNSWORTH; MORRIS, 1976).

Um exemplo de pesquisa etnofarmacolégica é o raciocinio seguido
por Dahanukar e Thatte (1997) quanto aos rasayana usados na medicina
ayurveda. Rasayana € um tipo de terapia com a qual se obtém longevidade,
recupera-se a juventude, melhora-se a memoria e o desempenho intelectual, e
livra-se de doencas. Formulou-se a hipétese de que as plantas consideradas
como rasayanas estariam modulando um sistema enddégeno no organismo, e
concluiram que é possivel que os rasayanas ativem principalmente células do
sistema imune, levando a secre¢édo de citocinas que, por sua vez, atuam em
multiplos alvos celulares produzindo o conjunto de efeitos descritos para estes
tratamentos.

Mesmo entre os produtos farmacéuticos industrializados, grande
parte dos produtos tem sua origem a partir de produtos naturais. Muitas das
substancias utilizadas para fins medicamentosos, especialmente as de origem
vegetal, encontram uso em diversas areas aplicadas a saude e também a
alimentacao (MATOS, 1997). Contudo, devido ao grande desenvolvimento da
industria farmacéutica no final da Segunda Guerra Mundial, com o avango da
Quimica Fina e o desenvolvimento de novos sais a partir da sintese quimica,
houve quase um esquecimento do uso de plantas medicinais nos grandes
centros urbanos. Porém, hoje, por explicagcbes de natureza econbmica e
mercadoldgica, o interesse, em todo o mundo, em torno do emprego dos
vegetais esta redobrado. Contudo, em centros urbanos menos desenvolvidos
houve sempre forte dependéncia em relacdo as plantas medicinais (GALVAO,
1997; LANDINI, 1998).
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1.3. A familia Malvaceae

A familia Malvaceae, pertence a ordem Malvales e esta constituida por
243 géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003), que se apresentam como ervas,
subarbustos, arbustos e raramente arvores (BARACHO, 1998). Espécies desta
familia sdo amplamente distribuidas em quase todo o mundo, com exce¢ao de
regibes muito frias, ocorrendo predominantemente nas regides tropicais,
principalmente na América do Sul (HEYWOOD, 1993). No Brasil, a familia
Malvaceae esta representada por cerca de 35 géneros e 400 espécies,
disseminadas por todas as regides do pais (BARROSO et al., 1991).

O género Sida apresenta ampla distribuicdo neotropical com varias
espécies bem representadas nas Américas, Africa e Asia, com um ndmero
aproximado de 200 espécies. No Brasil este género possui muitos representantes
nas regides Nordeste e Sul e, em menor propor¢éo, nas regidées Norte, Centro-
Oeste e Sudeste (SILVA et al., 2006). Sao herbaceas e semi-arbustivas, todas
consideradas infestantes, invasoras de lavouras anuais e perenes, devido a alta
agressividade, e com pouco ou nenhum valor comercial. S&o conhecidas
genericamente como “guanxuma”, “vassourinha”, “guaxima” ou “‘malva’
(PEIXOTO, 2007).

A literatura cientifica relata o uso de espécies do genero Sida na
medicina popular para uma infinidade de enfermidades, dentre elas: febres
(HANSEN et al., 1995; BORK et al., 1997; FREI et al., 1998; SHINWARI; KHAN,
2000; SCARPA, 2004), malaria (BANZOUZI et al., 2004; IGNACIMUTHU et al.,
2006), furinculos (HARSHA et al., 2003), asma (KRISHNARAJU et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2006), afeccdes do trato respiratério (PEIXOTO, 2007),
congestdao nasal (MEDEIROS et al., 2006), abcessos (HANSEN et al., 1995;
NOVY, 1997), dores de dente (BORK et al., 1997; ALBUQUERQUE et al., 2007),
ferimentos (TAYLOR et al., 1996a; TAYLOR et al., 1996b; MANANDHAR, 1998;
KATEWA et al., 2004; SOUZA et al., 2004; MUTHU et al., 2006; GIDAY et al.,
2007; LEHMAN et al., 2007), picadas de cobra (OTERO et al., 2000a; OTERO et
al., 2000b; OTERO et al., 2000c; COE; ANDERSON, 2005), leucorréia (JADHAV;
BHUTANI, 2005), dismenorréia (NOUMI et al., 1999; JADHAV; BHUTANI, 2005),
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anorexia (BALACHANDRAN; GOVINDARAJAN, 2005), aftas (SCARPA, 2004),
infeccbes do trato urinario (SCARPA, 2004; SOUZA et al.,, 2004), pitiriase
(SOUZA et al., 2004; SAIKIA et al., 2006), ulcera péptica (NOUMI; DIBAKTO,
2000), disenterias (ALI, 1999; NOUMI; YOMI, 2001; PEIXOTO, 2007), mal de
Parkinson (NAGASHAYANA et al., 2000), micoses (HAMILL et al., 2003),
reumatismo (DI STASI et al.,, 2002), hipertensdao (NOUMI et al., 1999), e
dificuldade no trabalho de parto, devido propriedade abortiva (ONG;
NORZALINA, 1999; KAMATENESI-MUGISHA; ORYEM-ORIGA, 2007;
TEKLEHAYMANOT et al., 2007). Possui ainda propriedades ténica (HANSEN et
al., 1995), estomaquica (HANSEN et al., 1995; SCARPA, 2004), adstringente
(HANSEN et al., 1995; SHINWARI; KHAN, 2000), anti-inflamatéria
(KRISHNARAJU et al., 2006; MEDEIROS et al., 2006; PEIXOTO, 2007),
hipoglicémica (MEDEIROS et al., 2006), diurética (HANSEN et al., 1995;
SHINWARI; KHAN, 2000; SCARPA, 2004; MEDEIROS et al, 2006), e
demulcente (HANSEN et al., 1995; SHINWARI; KHAN, 2000).

As seguintes atividades farmacoldgicas foram relatadas na literatura
para o género Sida: anti-inflamatéria (DUNSTAN et al., 1997; VENKATESH et al.,
1999; FRANZOTTI et al., 2000), analgésica (BORK et al., 1997; VENKATESH et
al., 1999; FRANZOTTI et al., 2000; MALAIRAJAN et al., 2006), anti-malarica
(BANZQOUZI et al., 2004; IGNACIMUTHU et al., 2006), antimicrobiana (TAYLOR
et al., 1996a; TAYLOR et al., 1996b; VALSARAJ et al., 1997; SHINWARI; KHAN,
2000; VUUREN; VILJOEN, 2006), anti-fungica (MEDEIROS et al., 2006;
RUNYORQO et al., 2006), antiviral (MEDEIROS et al., 2006), citotéxica (ISLAM et
al., 2003), inibidora in vitro da enzima conversora de angiotensina (HANSEN et
al., 1995), hipotensora e bradicardica (SILVEIRA et al., 2003; SANTOS, 2005;
MEDEIROS et al., 2006), antioxidante (AUDDY et al., 2003; SILVA et al., 2006),
vasorrelaxante (SANTOS et al., 2006), depressora do SNC (FRANCO et al.,
2005), atividade ocitécica em utero de ratas (LUTTERODT, 1988a; LUTTERODT
et al,, 1995) e atividade muscarinica em ileo de cobaia e duodeno de coelho
(LUTTERODT, 1988b).

Estudos de toxicidade realizados para a espécie Sida cordifolia L.

apontam para uma toxicidade muito baixa em camundongos (FRANZOTTI et al.,
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2000) e em Artemia salina (KRISHNARAJU et al., 2006). A ingestdao da espécie
Sida carpinifolia L.f. (=Sida acuta Burm.) por ovinos, caprinos e equinos causa
intoxicacdo por doenca de armazenamento lisossomal, por acdo do alcaléide
swainsonina (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al. 2002; LORETTI et al.,
2003), além de desordens neurolégicas (TOKARNIA et al., 2002; LORETTI et al.,
2003). Contudo, muitos dos usos medicinais e atividades farmacoldgicas

relatadas sao atribuidos a esta espécie.

Estudos fitoquimicos do género Sida relatam a presenca de alcaldides
(DUNSTAN et al., 1997; MEDEIROS et al., 2006), dentre eles a criptolepina, em
Sida acuta Burm., com potente atividade antimalarica (BANZOUZI et al., 2004); a
sidaverina, em Sida veronicaefolia Lam., com atividade contratil em Utero isolado
de ratas (LUTTERODT et al.,, 1995); a vasicina, em Sida cordifolia L., com
atividade hipotensora e bradicardica (SANTOS, 2005); e as substancias efedrina,
pseudo-efedrina, vasicinona, e vasicinol, com atividade broncodilatadora, além de
esterdides, saponinas (MEDEIROS et al.,, 2006), flavonéides (LUTTERODT,
1988a; MEDEIROS et al., 2006; SILVA et al, 2006), fitoecdisterdides (DINAN et
al. 2001; DARWISH; REINECKE, 2003), betainas (GORHAM, 1996; BLUNDEN
et al., 2001; BLUNDEN et al., 2005), e polifendis (LUTTERODT, 1988a).

Em virtude do uso popular de algumas espécies do género Sida como
anti-hipertensivo e das referidas atividades farmacoldgicas encontradas, frente a
inexisténcia de estudos na literatura cientifica sobre a espécie Sida
santaremnensis H. Monteiro (Figura 1) e seus efeitos sobre o sistema
cardiovascular, faz-se necessario caracteriza-los, a fim de verificar a participacao

e importancia desta espécie no tratamento de enfermidades relacionadas.
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Figura 1. Sida santaremnensis H. Monteiro (OLIVEIRA; ARCANJO, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

e Avaliar e caracterizar o efeito vasorrelaxante produzido pelo
extrato etandlico obtido de partes aéreas de Sida santaremnensis H. Monteiro
(Malvaceae) (Ssan-EtOH) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de

ratos.

2.2. Objetivos Especificos:

e Determinar o potencial toxicolégico do extrato Ssan-EtOH através
da investigacdo da citotoxicidade em eritrécitos de ratos e do teste de
toxicidade aguda em camundongos, para determinag¢édo da DLso.

e Investigar o efeito relaxante de Ssan-EtOH em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, dando énfase para a avaliagcdo do papel
do endotélio vascular e dos fatores relaxantes por ele liberados.

e Verificar a influéncia dos canais de calcio sensiveis a voltagem no

efeito vasorelaxante induzido por Ssan-EtOH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar machos
(Rattus norvegicus) provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais “Prof. Paulo Humberto Moreira Nunes” da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), mantidos sob condi¢cdes controle de temperatura (24 +
2° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a alimentagéo e
agua.

Todos o0s experimentos desenvolvidos neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da UFPI, parecer nimero 04/2008.

Figura 2. Rattus norvegicus.
3.2. Drogas

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as
seguintes drogas: cloridrato de L (-) fenilefrina, sulfato de atropina, cloridrato de
acetilcolina,  NS-nitro-L-arginina-metil  éster  (L-NAME),  indometacina,
hidroxocobalamina e tetraetilaménio (TEA) (todas da Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Para a preparacdo das solucbes estoques, a indometacina foi
dissolvida juntamente com bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 5% em agua
destilada e as demais drogas foram dissolvidas somente em agua destilada.

Todas as solucdes foram armazenadas a 0° C.
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3.3. Solucoes Nutritivas

Para a preparacdo das solucbes nutritivas baseou-se na
metodologia desenvolvida por Tanaka et al. (1999). Foram utilizados os
seguintes sais: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
célcio di-hidratado (CaCl».2H,0), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl..6H20), glicose (Ce¢H120¢), bicarbonato de sédio (NaHCO3), fosfato de
sédio mono-hidratado (NaH.PO4.H2O). No preparo das solugdes
despolarizantes de Tyrode com cloreto de potassio a 60 mM ou 80 mM, a
concentracdo de Na® foi isosmoticamente alterada. Nas solugdes
nominalmente sem caélcio apenas omitiu-se o CaCl,. Apés o preparo das
solucdes mediu-se o pH e ajustou-se para 7,4, quando necessario.

As tabelas a seguir mostram as composi¢des das mesmas:

TABELA 1: Composicao da solucao de Tyrode.

32

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 158,3
KClI 4,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6

TABELA 2: Composicao da solucao de Tyrode despolarizante - KCI (20 mM).

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 142,3
KClI 20,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO3 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6
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TABELA 3: Composicao da solucdo de Tyrode despolarizante - KCI (80 mM).

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 60,5
KClI 80,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,O 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6

TABELA 4: Composicao da solucao de Tyrode despolarizante - KCI (60 mM).

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 80,2
KCI 60,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO3 10,0
NaH,PO,4.H,0O 0,42
Glicose 5,6

TABELA 5: Composicao da solugao de Tyrode nominalmente sem calcio

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 158,3
KCl 4,0
CaCl,.2H,0 --
MgCl,.6H,O 1,05
NaHCO3 10,0
NaH,PO,4.H,0O 0,42
Glicose 5,6
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TABELA 6: Composicdao da solugdo de Tyrode despolarizante (KClI 60 mM)

nominalmente sem calcio.

Substancia Concentracao (mM)
NaCl 80,2
KClI 60,0

CaCl,.2H,0

MgCl,.6H,O 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6

3.4. Coleta, identificacao do material botanico e preparacao de extratos

A coleta do material botanico foi realizada no Parque da Cidade, em
Teresina-Pl, e a espécie identificada e depositada no Herbéario Graziela
Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob exsicata n.° 21.867. O extrato
etandlico bruto de Sida santaremnensis (Ssan-EtOH) foi preparado a partir das
partes aéreas (caule, folhas e flores) por maceracéao em etanol, e fornecido por
colaboradores do Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de

Quimica da Universidade Federal do Piaui.

3.5. Avaliacao do potencial toxicolégico agudo e citotoxico de Ssan-EtOH

3.5.1. Determinacao da Toxicidade Aguda

Para a determinagdo da DLsp, foram administradas doses orais de
Ssan-EtOH a camundongos, até no maximo 2 g/kg (Resolugdo-RE N° 90, de
16/03/2004 - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, Ministério da
Saude, Brasil), e foram feitas observacées para a avaliacdo da atividade
autbnoma, atividade motora e reflexos a cada 30 min., durante 4 h
consecutivas. A ocorréncia de morte em cada grupo foi verificada apds 24, 48 e
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72 h para a determinagcdo da Dose Letal Média (DLsy) (LITCHFIELD;
WILCOXON, 1949).

3.5.2. Atividade hemolitica

Esse procedimento seguiu a metodologia descrita por Rangel et al.
(1997). Para a obtencdo do sangue, os ratos foram sacrificados por
deslocamento cervical, decapitados e o sangue coletado imediatamente em um
béquer com 30 mL de soluc¢do de salina 0,9% com CaCl, 10 mM sob agitagéo.
As hemacias foram lavadas duas vezes por centrifugacdo a 5000 rpm/3 min. O
sedimento da Ultima centrifugacdo foi ressuspenso a 0,5% em salina e
borbulhada com mistura carbogénica por 30 min. A atividade hemolitica foi
avaliada para as concentracbes de 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL de
Ssan-EtOH. A montagem dos tubos foi feita em triplicata para todos os
produtos testes nas concentracdes desejadas e o volume foi completado para
0,5 mL com solucéo salina. Para o controle positivo, foi adicionado 100 pL de
Triton X-100 1% (100% de hemdlise). A cada tubo foi adicionado 100 uL de
suspensao de eritrocitos e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacao constante. Centrifugou-se as amostras a 5.000 rpm durante 3 min.,

sendo a hemolise medida pela absorbéancia do sobrenadante a 540 nm.

3.6. Ensaios Farmacologicos

Foram utilizadas abordagens com ensaios farmacoldgicos in vitro,

utilizando 6rgéaos isolados.

3.6.1. Preparacao de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

com ou sem endotélio vascular

Os ratos foram sacrificados por concussao cerebral seguida por
seccao dos vasos cervicais. Apds uma incisdo no abdome do animal, a artéria
mesentérica superior foi retirada. Anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2
mm) foram obtidos livres de tecido conectivo e adiposo, e mantidos em cubas
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contendo 6 mL de solugédo de Tyrode, a 37° C e gaseificada com uma mistura
de 95 % de O, e 5 % de CO, (carbogénio). Os anéis foram acoplados a alcas
de aco inoxidavel e suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor
de forga acoplado a um sistema de aquisicdo (AECAD 1604, AQCAD 1.4.6.,
AVS Projetos, SP) para o registro das tensdes isométricas. Cada anel foi
submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por um periodo de 60 min.
Durante este tempo, as solugdes nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos
para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Os anéis sem endotélio vascular foram obtidos mecanicamente
através do atrito entre as paredes internas do vaso com uma haste de metal. A
presenca do endotélio vascular foi verificada pelo relaxamento dos anéis apds
adigéo de 10 uM de acetilcolina. Foram considerados com endotélios integros
0s anéis com relaxamento superior a 70 % da pré-contragao com fenilefrina (10
uM). J& os anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, foram considerados sem
endotélio funcional (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis com
relaxamentos entre 10 e 70 % foram descartados.

\“ﬁ
0

Figura 3. Artéria mesentérica superior isolada Figura 4. Cuba para o6rgao

de rato. isolado contendo anel de
artéria mesentérica superior
isolada de rato em solugéo de
Tyrode.
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Figura 5. Aparato utilizado para registros de tensdes
isométricas.

3.6.2. Protocolo experimental para verificacao do efeito de Ssan-EtOH
frente as contracées induzidas por fenilefrina em anéis de artéria
mesentérica superior isoladas de rato

Ap6s um periodo de estabilizacdo de 60 minutos, foram induzidas
duas contracdes similares com fenilefrina (10 uM) e apds a estabilizacao da
segunda contragdao (30 min), concentragcdes cumulativas de Ssan-EtOH (0,1
pg/mL — 500 pg/mL) foram adicionadas as cubas na fase ténica da segunda
contragao para obtengdo de uma curva concentragao-resposta, na presenga e
na auséncia de endotélio (Figura 6 A e B). A resposta vasorrelaxante de Ssan-
EtOH foi avaliada através dos valores de ECsy € Enax na presengca ou na
auséncia do endotélio vascular. Ap6s a obtencado dos registros controle, foram
realizadas curvas para a verificacdo do efeito vasorrelaxante na presenca de
algumas ferramentas farmacoldgicas, descritas a seguir (Figura 7). Para cada
tratamento farmacoldégico, diferentes preparagdes foram utilizadas.
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A ACh (10 M) Ssan-EtOH

| '

?

Anéis com
endotélio

vascular Lavagem

i | i

Fen (10 ph) Fen (10 puM)

B ACh (10 uM) Ssan-EtOH

Lavagem

Angéis sem
endotélio
vascular

l

Fen (10 pM) Fen (10 pM)

Figura 6. Representagdo esquematica dos protocolos experimentais para estudos com anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato na presenca (A) e na auséncia (B) do endotélio
vascular.

ACH (10 uM) Ssan-EtOH

| }

Anéis com ’?
endotélio
vascular Lavagem

I 1 I

Fen (10 phM) Ferramentas Fen (10 pM)
Farmacolégicas

Figura 7. Representagdo esquematica dos protocolos experimentais para avaliagdo do efeito
de Ssan-EtOH na presenga de algumas ferramentas farmacol6gicas em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de rato com endotélio vascular.
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3.6.3. Verificacao da participacao da enzima NO-sintase na resposta
vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato

Apéds a confirmacdo da presenca de endotélio vascular funcional, as
preparacoes foram pré-incubadas separadamente com L-NAME (100 uM), um
inibidor competitivo da enzima NO-sintase (MONCADA; HIGGS, 1993). Apos
trinta minutos de incubagéo, induziu-se uma contragdo com fenilefrina (10 pM),
e na fase tbnica e sustentada desta contracdo adicionou-se cumulativamente
Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) para obtencdo de uma curva concentracao-
resposta. As respostas obtidas foram comparadas com a curva controle, ou
seja, na auséncia de L-NAME (Figura 6 A). A poténcia vasorrelaxante do
extrato foi avaliada através dos valores de ECsy e Emsx nNa presenga e na
auséncia de L-NAME.

3.6.4. Verificacao da participacao de NO na resposta induzida por Ssan-
EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Apos a confirmagéo da presenga de endotélio vascular funcional, as
preparacdes foram previamente incubadas com hidroxocobalamina (30 uM),
um sequestrador exégeno de NO (KRUSZYNA et al., 1998). Apés 30 minutos
induziu-se uma contracdo cumulativa com fenilefrina (10 uM) e na fase ténica
desta contrag&o adicionou-se a cuba Ssan-EtOH cumulativamente (Figura 7). A
poténcia vasorrelaxante do extrato foi avaliada através de comparacao dos
valores de ECsp e Enax Na presenca e na auséncia de hidroxocobalamina.

3.6.5. Verificacao da participacao dos metabdlitos da via do acido
araquidonico na resposta vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Apos a confirmagéo da presenga de endotélio vascular funcional, as
preparacdoes foram previamente incubadas com indometacina (10 uM), um
inibidor ndo seletivo da enzima cicloxigenase (COX) (CLARK; FUCHS, 1997).
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Apds 30 minutos induziu-se uma contragcdao com fenilefrina (10 uM) e na fase
tbnica desta contracdo adicionou-se a cuba Ssan-EtOH cumulativamente
(Figura 7). A poténcia vasorrelaxante do extrato foi avaliada através de
comparagdo dos valores de ECso € Enax na presengca e na auséncia de
indometacina (Figura 6 A).

3.6.6. Verificacao da participacao dos receptores muscarinicos no
vasorrelaxamento arterial induzido por Ssan-EtOH em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de rato

Apés a confirmacao da presenca de endotélio vascular funcional, as
preparacées foram previamente incubadas com atropina (1 nM), um
antagonista nao seletivo dos receptores muscarinicos (SAWYER et al., 1999).
Apéds 30 minutos induziu-se uma contragédo cumulativa com fenilefrina (10 uM)
e na fase tonica desta contracdo adicionou-se a cuba Ssan-EtOH
cumulativamente (Figura 7). A poténcia vasorrelaxante do extrato foi avaliada
através de comparacao dos valores de ECsy € Emax Na presenca e na auséncia
de atropina.

3.6.7. Avaliacao da participacao dos canais para potassio na resposta
relaxante induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos

Apés confirmacao da presenca ou da auséncia do endotélio vascular
a solucao de Tyrode da cuba foi substituida por uma solucdo de KCI 20 mM
que permanecia durante todo o experimento. Nesta concentracao de potassio
externo ocorre uma modulacdo do efluxo deste ion ocasionando assim uma
atenuagado do relaxamento induzido por ativadores de canais para potassio
(CAMPBELL et al, 1996, CLARK; FUCHS, 1997). Apés 20 minutos deste
procedimento foi induzida uma contracdo com fenilefrina (10° M), em seguida
adicionou-se cumulativamente Ssan-EtOH (0,1 — 500 ug/mL) na fase ténica

desta contracéo.
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Para verificar a atuacdo direta sobre os canais para potassio,
incubou-se em outras preparagdes TEA 3 mM, que nesta concentracdo é um
bloqueador nao-seletivo para estes canais (WANG et al., 2008). A resposta
vasorrelaxante do extrato foi avaliada através de comparacao dos valores de
ECso € Emaxna presenca e na auséncia de KCI 20 mM.

3.6.8. Avaliacao da resposta contratii da fenilefrina na presenca de
concentracoes individuais de Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos na auséncia de endotélio vascular

Apods a obtengdo de uma curva controle com a fenilefrina (10° — 10° M) a partir
de adicbes cumulativas, as preparacées foram lavadas e ao retorno dos
valores ao tbnus basal, incubou-se por 30 minutos, separadamente
concentracdées de Ssan-EtOH (9, 27, 81, 243 e 500 pg/mL). Apds esse
processo as preparacdes foram submetidas novamente a adicdo cumulativa de
fenilefrina (10° — 10° M) para obtencdo de uma segunda curva concentragao-
resposta (Figura 8). Os resultados foram avaliados comparando-se a
porcentagem da resposta contratil na presenca de Ssan-EtOH com aquela
obtida pela amplitude média das curvas controle (na auséncia do extrato).

3.6.9. Efeito de Ssan-EtOH sobre as contracoes induzidas por KCI 80 mM

em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Apo6s a verificagdo da auséncia de endotélio vascular, o meio
nutritivo de cada preparacdo foi trocado por uma solucdo com elevada
concentracdo de potassio (KCl 80 mM), que promove uma despolarizagdo da
membrana plasmatica gerando a ativacao dos canais para calcio sensiveis a
voltagem (CayL), promovendo o influxo de Ca®* gerando uma contracéo ténica
(REMBOLD, 1996). Este processo foi entdo repetido com o objetivo de se obter
duas contragcbes com magnitude similar para o KCI 80 mM. No componente
ténico e sustentado da segunda contracao com um tempo médio de 30 minutos

para a estabilizacao, foi adicionado a cuba concentragdes crescentes de Ssan-
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EtOH de maneira cumulativa. A poténcia vasorrelaxante do extrato foi avaliada
através de comparacao dos valores de ECsp € Enax obtidos para KCI 80 mM.

Lawagem
ACH 10pk l

v

!

Fer 10pk Fenilefrina
Lavagem

l.

1 =

Fenilefrina Ssan-EtOH Fenilefrina

Figura 8. Representagdo esquematica do protocolo experimental utilizado para verficagdo do
efeito de Ssan-EtOH sobre contragbdes induzidas adicdo cumulativa de fenilefrina em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do endotélio vascular.

3.6.10. Efeito de Ssan-EtOH sobre as contracoes induzidas por CaCl, em

anéis de artéria mesentérica isolada de rato

Apés verificacdo da auséncia do endotélio vascular, a solugdo de Tyrode da
cuba foi substituida por uma solugao com elevada concentracdo de potassio
(KCI 60 mM), para obtengcdo de duas contracées com magnitude similar. As
preparacdoes foram lavadas por uma solugdo de Tyrode nominalmente sem
célcio e permaneciam nesta solucdo por 15 minutos. Apds este periodo, as
preparacoes foram lavadas novamente com uma solucdo de KCI 60 mM
nominalmente sem calcio por mais 15 minutos, e em seguida induziu-se uma
curva cumulativa para CaCl, (10 — 3 x 102 M). Este procedimento foi repetido
para construcdo de uma segunda curva para o CaCl.. Apds esse processo
foram adicionadas as cubas concentragdes isoladas de Ssan-EtOH (9, 27, 81,
243 e 500 pg/mL) por um periodo de incubagédo de 30 minutos, decorrido este
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tempo induzia-se novamente uma curva cumulativa de CaCl, (Figura 9). Os
resultados foram avaliados comparando-se a resposta contratil na presenca de
Ssan-EtOH com aquela obtida pela amplitude média das curvas controle (na
auséncia do extrato).

ACh 1 0ph Tyrode 0Ca*™

. |

[TRTE ST RYL]
-
-,
.

Fer 10 Tyrode pca*®  KCI 60 mM

l.

KCI 80 mM 0Ca*®

F
CaCl KCI 60 mM 0Ca* CaClz

Ssan-EtOH

Figura 9. Representagdo esquemdtica do protocolo experimental utilizado para verficagdo do
efeito de Ssan-EtOH sobre contracées induzidas adicdo cumulativa de CaCl, em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do endotélio vascular.

3.7. Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrao da média. Os
valores de ECsy foram obtidos através de regressdo nao-linear das curvas
separadamente. As analises estatisticas foram realizadas através da aplicacao
do Teste t de “Student” para amostras nao-pareadas, seguida de Bonferroni,
para analise de significancia entre as médias. As curvas foram obtidas através
de regressado nao-linear sigmoidal concentracdo-resposta com “slope” variado.
Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando o p<0,05.
Para todas as andlises estatisticas, calculos de pD,, ECsy e plotagem das
GraphPad Prism 5.0.

curvas utilizou-se o programa estatistico
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do potencial citotoxico e toxicologico agudo

Na avaliacdo da citotoxicidade em eritrécitos de ratos, ndo foi
evidenciado atividade litica até a concentragéo de 1000 pg/mL (Grafico 1). Nos
estudos de toxicidade aguda realizados em camundongos, foi observado que
até a dose de 2 g/kg v.0., Ssan-EtOH nao induziu morte, nem tampouco
modificou os parametros comportamentais dos animais, como mostrado na
Tabela 6, avaliados separadamente para cada grupo experimental e em

diferentes doses. Portanto, nao foi possivel determinar a DLsy.

1007 A A A A A A A
o 754
> * Salina
& o & SSan-EtOH
‘E —— Triton X-100
251
0- ) B - B P—— A

0 05 10 15 20 25 30
Log [ug/mi]

Grafico 1. Efeito hemolitico em eritrocitos de rato incubados com Ssan-EtOH
(1-1000 pg/mL), Triton X-100 1% ou Salina.
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Tabela 7. Avaliacdo da atividade comportamental de Ssan-EtOH nas doses de
1000 ou 2000 mg/kg (v.0.) em camundongos Swiss de ambos 0s sexos.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA NO SNC
(0) Sem efeito (-) efeito diminuido; (+) efeito aumentado

ESTIMULANTE 30 min. 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Hiperatividade 0 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0 0
Convulsao 0 0 0 0 0
Piloerecao 0 0 0 0 0

DEPRESSOR 30 min. 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Ptose palpebral 0 0 0 0 0
Sedacgao 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0 0
Reflexo de
endireitamento 0 0 0 0 0
Catatonia 0 0 0 0 0
Analgesia 0 0 0 0 0
Resposta ao toque 0 0 0 0 0
Perda do
reflexo corneal 0 0 0 0 0
Perda do
reflexo auricular 0 0 0 0 0

OUTROS

COMPORTAMENTOS 30 min. 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Ambulagéo 0 0 0 0 0
Autolimpeza 0 0 0 0 0
Levantar 0 0 0 0 0
Escalar 0 0 0 0 0
Vocalizagao 0 0 0 0 0
Sacudir a cabeca 0 0 0 0 0
Contorcoes
Abdominais 0 0 0 0 0

SISTEMA NERVOSO

AUTONOMO 30 min. 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Diaréia 0 0 0 0 0
Constipacao 0 0 0 0 0
Defecagéo 0 0 0 0 0
Tdnus muscular 0 0 0 0 0
Lacrimejamento 0 0 0 0 0
Miccao 0 0 0 0 0
Salivacao 0 0 0 0 0
Cianose 0 0 0 0 0
Forca de agarrar 0 0 0 0 0
Morte 0 0 0 0 0
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4.2. Estudos farmacoldogicos

4.2.1. Efeito de Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos pré-contraidos com fenilefrina

O extrato Ssan-EtOH induziu um vasorrelaxamento de maneira
dependente de concentracdo em preparacdes de artéria mesentérica com
endotélio funcional (Figura 10-A), e nas preparacoes desprovidas de endotélio
(Figura 10-B), a curva concentragdo-resposta para Ssan-EtOH foi deslocada
para a direita de maneira significativa, com aumento significativo na ECsy,
porém sem alteracdo no efeito maximo (Grafico 2; Tabela 7). Apbés o
experimento controle, as preparacdes foram lavadas por 3 horas e induziu-se
entdo uma contracdo com fenilefrina para verificagdo da reversao do
relaxamento induzido por Ssan-EtOH, e em todas as preparacées houve uma
reversao de 100% da resposta.

A
3
E Ssan-EtOH (0,1 =500 pg/mlL)
5 min
M.
Hh““ﬁ-.._
1—— e .
|1 28523 145190 161,857 178523 195190 21 857 228523 245190
B
3
g| Ssan-EtOH (0,1 -500 pg/mL)
min
2
Lagho Aol . o

0

101,325 117 20 1 34;85‘3 151 325 167 991 184 658 201 325 217991

Figura 10. Registros originais da resposta relaxante de Ssan-EtOH (0,1 — 500
pug/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, na presenca
(A) ou na auséncia (B) do endotélio vascular.
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A Endotélio intacto
ECso = 18,84 £ 4,11 ug/mL
®  Endotélio renovido
ECso = 71,06 £ 2,97 pg/ml ***
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Grafico 2. Curvas concentragdo-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior pré-contraidas com fenilefrina, na
presenca (&) ou na auséncia (M) do endotélio vascular (A), e respectivos
valores de ECsy (B). Os valores foram expressos como média = e.p.m de 6
experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.
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4.2.2. Verificacao do efeito de L-NAME na resposta vasorrelaxante
induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de ratos

Apdés a confirmacdo da presenca de endotélio vascular, as
preparacoes foram pré-tratadas com L-NAME (100 uM) por 30 minutos. Apés
este periodo induziu-se uma contragéo com fenilefrina (10 uM), na fase tonica e
sustentada desta contragcao administrou-se cumulativamente Ssan-EtOH (0,1 —
500 pg/mL). Na presenca de L-NAME as curvas concentragdo-resposta de
Ssan-EtOH foram deslocadas para a direita de maneira significativa, com

aumento na ECsp, porém sem alteracao no efeito maximo (Grafico 3; Tabela 7).

Fokk

1

B

o BB FBRE

ECso (ng/ml)

A Endotélio intacto L-NAMVE

)

% A BEndotélio intacto
ECsp = 18,84 +4,11 pg/ml

B

L-NAVE 100 uM

% Relaxamento
8
o

g

100- A*

-1.0-05 00 05 10 15 20 25 30
- Log [SSan] pg/mi

Grafico 3. Curvas concentracdo-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto e pré-contraidas
com fenilefrina, na auséncia (&) ou na presenca (®) de L-NAME (A), e
respectivos valores de ECsy (B). Os valores foram expressos como média *
e.p.m de 9 experimentos. ***p<0,001 versus endotélio intacto.

ECy, = 124,98 + 15,33 pg/mL ***

49



Daniel D. R. Arcanjo. Avaliagcdo do efeito vasorrelaxante do extrato etandlico das partes aéreas de Sida
santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) em artéria mesentérica isolada de rato

4.2.3. Verificacao do efeito de hidroxocobalamina na resposta
vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento por 30 minutos com
hidroxocobalamina (30 pM) n&o promoveu deslocamento da curva
concentracdo-resposta, ndo havendo portanto, diferenca significativa entre o
relaxamento induzido por Ssan-EtOH na presenca e na auséncia de
hidroxocobalamina (Grafico 4; Tabela 7).

Endotélio intacto  Hidroxocobalamina

9

B

Endoatélio intacto

ECs, = 18,84+ 4,11 ng/mL
© Hdroxocobalamina 30 uM
ECsy =20,35+2,88 ug/mL

% Relaxamento
8
|

¢

100- @ 0

-1.0-05 00 05 1.0 1.5 20 25 30
- Log [SSan] pg/mi

Grafico 4. Curvas concentragcao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto, na
auséncia (&) ou na presenca (@) de hidroxocobalamina (A), e respectivos
valores de ECsy (B). Os valores foram expressos como média £ e.p.m de 5
experimentos.
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4.2.4. Verificacao do efeito de indometacina na resposta vasorrelaxante
induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento com indometacina (10 uM)
por 30 minutos, promoveu um deslocamento da curva concentragao-resposta
para direita caracterizando assim uma atenuacao do relaxamento induzido por
Ssan-EtOH, com alteracao significativa nos valores de Ensx (Grafico 5; Tabela
7).

ECg (ngml)

-

A Endotéliointacto  Indometacina

0.
o 25

A Endotélio intacto
ECs, = 18,84+ 4,11 ug/mi
50
E ©  |Indometacina 10 uM
- ECso = 247,02 + 35,50 pg/m ***
100- A~

] ) ) ) ) 1
-1.0-05 00 05 1.0 15 20 25 30
- Log [SSan] pg/mi

Grafico 5. Curvas concentragdo-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto, na
auséncia (&) ou na presenca (€) de indometacina (A), e respectivos valores de
ECso (B). Os valores foram expressos como média + e.p.m de 7 experimentos.
***p<0,001 versus endotélio intacto.
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4.2.5. Verificacao do efeito de atropina na resposta vasorrelaxante
induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento por 30 minutos com
atropina (1 nM) promoveu um deslocamento da curva concentragao-resposta
para direita caracterizando uma atenuacao do relaxamento induzido por Ssan-
EtOH, porém sem alteracao no efeito maximo (Grafico 6; Tabela 7).

Endotéliointacto  Atropina 1 nM

A Endotélio intacto
ECsy = 18,44 +4,11 ug/mlL

*  Atropina 1 nM
ECsp =97,29+ 17,84 ug/mL **

% Relaxamento

100- A

-1.0-05 00 05 10 15 20 25 30
- Log [SSan] pg/mi

Grafico 6. Curvas concentragao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto, na
auséncia (&) ou na presenca (*) de atropina (A), e respectivos valores de ECs
(B). Os valores foram expressos como media e.p.m de 5 experimentos.
**p<0,01 versus endotélio intacto.
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Tabela 8. Valores numéricos expresso em Média = e.p.m dos valores de ECsg
e efeito maximo (Emsax) para Ssan-EtOH em estudos com anéis de artéria

mesentérica superior pré-contraidos com fenilefrina.

Condicao experimental CelEs e SEm e n
(ng/mL) relaxamento)
Controle E+ 18,84 + 4,11 100,0 £ 0,0 06
Controle E- 71,06 £ 2,97 *** 100,0 £ 0,0 06
L-NAME 100 uM 124,98 + 15,33 *** 99,07 + 3,85 09
Hidroxocobalamina 30 uM 20,35+ 2,88 97,75 £ 1,74 05
Indometacina 10 uM 247,02 £ 35,50 *** 87,41 £2,77* 07
Atropina 1 nM 97,29 £ 17,84 ** 98,8 + 3,02 05

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus Controle E+.
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4.2.6. Verificacao do efeito de KCI 20 mM na resposta vasorrelaxante
induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de ratos com e sem endotélio funcional

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento por 30 minutos com KCI
(20 mM) promoveu um deslocamento da curva concentragdo-resposta para
direita caracterizando assim uma atenuacgao do relaxamento induzido por Ssan-
EtOH, porém sem alteracao no efeito maximo (Grafico 7; Tabela 8). Entretanto,
em preparag¢des com endotélio removido, observou-se uma potencializagcao da
resposta vasorrelaxante em concentracées mais altas de Ssan-EtOH. (Grafico
8; Tabela 8).
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Grafico 7. Curvas concentragdo-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto, na
auséncia (&) ou na presenca (<) de KCl 20 mM (A), e respectivos valores de
ECso (B). Os valores foram expressos como média + e.p.m de 7 experimentos.
***p<0,001 versus endotélio intacto.

ECso = 18,84 + 4,11 pg/mlL

ECy, = 55,38 4,11 pg/mL ***
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Grafico 8. Curvas concentracdo-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio funcional,
na auséncia (M) ou na presenca (<) de KClI 20 mM (A), e respectivos valores
de ECsp (B). Os valores foram expressos como média te.p.m de 7
experimentos. *p<0,05 versus endotélio removido.
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4.2.7. Verificacao do efeito de TEA 3 mM na resposta vasorrelaxante
induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos com endotélio funcional

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento por 30 minutos com TEA
(3 mM) promoveu um deslocamento da curva concentragdo-resposta para
direita, similar ao promovido por KCI 20 mM, caracterizando assim uma
atenuacao do relaxamento induzido por Ssan-EtOH, porém sem alteracdo no
efeito maximo (Gréfico 9; Tabela 8).

ECso (Lg/Ne,
e ¥ 8 d

Endotélio intacto TEA
A

A Endotélio intacto

ECso = 18,84 4,11 pg/mlL
& TEA3 MM

ECsy = 45,87 + 4,96 ug/ml_**

% Relaxamento
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Grafico 9. Curvas concentragcao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio funcional,
na auséncia (&) ou na presenca () de TEA 3 mM (A), e respectivos valores
de ECso (B). Os valores foram expressos como média te.p.m de 6
experimentos. **p<0,01 versus endotélio intacto.
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4.2.8. Verificacao do efeito de L-NAME + Indometacina na resposta
vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos com e sem endotélio funcional

Em anéis de artéria mesentérica superior com endotélio intacto, pré-
contraidos com fenilefrina (10 uM), o pré-tratamento por 30 minutos com L-
NAME (100 uM) e Indometacina (10 uM) nao promoveu deslocamento
significativo da curva concentracado-resposta para direita (Gréafico 10; Tabela 8),
em contraste com o observado com cada um dos bloqueadores
separadamente (Graficos 3 e 5). A adicao de TEA 3 mM neste pré-tratamento
promove atenuacdo da resposta vasorrelaxante, porém sem alteragéao

significativa no efeito maximo e na ECs (Grafico 11; Tabela 8).

A Endotélio intacto L-NAME + Indo
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Grafico 10. Curvas concentragao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio
funcional, na auséncia (&) ou na presenca (¥) de L-NAME 100 uM +
Indometacina 10 uM (A), e respectivos valores de ECsy (B). Os valores foram
expressos como média = e.p.m de 5 experimentos.
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Grafico 11. Curvas concentragao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio
funcional, na auséncia (&) ou na presenca (#) de L-NAME 100 uM +
Indometacina 10 uM + TEA 3 mM (A), e respectivos valores de ECs (B). Os
valores foram expressos como média +e.p.m de 5 experimentos. *p<0,05
versus controle (endotélio intacto).
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Tabela 9. Valores numéricos expresso em Média = e.p.m dos valores de ECsg
e efeito maximo (Emsax) para Ssan-EtOH em estudos com anéis de artéria
mesentérica pré-contraidos com fenilefrina para avaliar a participacdo de

canais para potassio.

o ) Valores de ECs Emax (% de
Condicao experimental n
(ug/mL) relaxamento)
Controle E+ 18,84 + 4,11 100,0+£0,0 06
Controle E- 71,06 £ 2,97 *** 100,0 £0,0 06
KCIl 20 mM E+ 55,38 + 4,11 *** 106,32 £ 5,52 07
KCI 20 mM E- 46,62 £825 " 115,97 + 3,60 07
TEA 3 mM E+ 45,87 £ 4,96 ** 104,99 £ 5,39 06
L-NAME 100 uM + Indo 10 uM
27,69 + 3,43 105,50 * 8,22 05
E+
L-NAME 100 uM + Indo 10 uM
31,26 £ 2,56 * 88,61 £9,55 * 05

+ TEA3 mM E+

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 versus Controle E+; ' p<0,05 versus Controle E-.
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4.2.9. Verificacao da resposta vascular para a fenilefrina na presenca de
Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional, a
pré-incubacao com Ssan-EtOH (9, 27, 81, 243 e 500 pug/mL) por 30 minutos foi
capaz de inibir de maneira dependente de concentracdo as contragdes
induzidas por fenilefrina (10° — 10° M), havendo ainda um deslocamento da

curva para direita com inibicao do efeito maximo (Grafico 12; Tabela 9).
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Grafico 12. Curvas cumulativas para Fenilefrina (10° — 10° M) na presenca de
concentragdes isoladas de Ssan-EtOH (9,0 — 500 pg/mL), em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio (A), e respectivos valores
de Emax (B). Os valores foram expressos como média + e.p.m de 5
experimentos por concentragdo. ***p<0,001 versus controle.
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Tabela 10. Valores numéricos expresso em Média + e.p.m dos valores de pD,
e efeito maximo (Emax) das contragdes induzidas por fenilefrina na presencga de
Ssan-EtOH em estudos com anéis de artéria mesentérica superior isolada de

ratos na auséncia de endotélio vascular.

Ssan-EtOH

Valores de pD- Emax (%) n

(ng/mL)
Controle 7,03 £ 0,08 100,0 £0,0 11
9 6,81 £0,16 98,0 £1,59 05
27 6,46 £ 0,25 91,04 £ 5,42 08
81 6,44 + 0,23 45,82 +£1,88 *** 05
243 6,02 £ 0,32 ** 11,15+ 2,45 *** 06
500 5,62+0,12* 5,59 £ 1,05 *** 05

**p<0,01; ***p<0,001 versus Controle.
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4.2.10. Efeito do agente despolarizante KCI 80 mM na resposta
vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio vascular,
pré-contraidos com o agente despolarizante KCI 80 mM, a adicdo cumulativa
do Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL) promoveu um potente efeito vasorrelaxante
dependente de concentragdao, com relaxamento maximo semelhante ao obtido
com contragdes induzidas por fenilefrina em preparagbes com endotélio
removido, sem deslocamento da curva ou diferencas nos valores de ECsp €
Emax (Grafico 13; Tabela 8).

A Endotélio removide  KCI 80 mM

?

B

m  Endotélio renovido

x KCI80mu

% Relaxamento
g

3

100-

1.0 -05 00 05 1.0 1.5 20 25 30
- Log [SSan] pg/mi
Grafico 13. Curvas concentragao-resposta de Ssan-EtOH (0,1 — 500 pg/mL),
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio
removido, pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) (®) ou KCI 80 mM (x) (A), e
respectivos valores de ECsy (B). Os valores foram expressos como média
*+ e.p.m de 5 experimentos.

ECs = 71,06 + 4,70 pug/mi_

ECs, = 49,37 + 6,46 pug/mL
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4.2.11. Verificacao do efeito de Ssan-EtOH sobre as contracdes induzidas
por CaCl; em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

O grafico 14 mostra que as curvas concentragdo-resposta para o
CaCl, foram deslocadas para direita com reducdo do efeito maximo na
presenca de diferentes concentracées de Ssan-EtOH (27, 81, 243 e 500
Hg/mL) em anéis mesentéricos sem endotélio, de modo dependente de
concentragdo. Os niveis percentuais maximo de contracao induzida por CaClz
na presenga das concentracdes utilizadas de Ssan-EtOH em ratos estdo
listados na Tabela 10.

B 1
g\ol -: Fekk
X -l‘ Fekk
A Controle 27 81 243 500

Controle

27 pg/m

81 pg/mL***
243 pg/ml
500 pg/ml>**

OO ¢ <«

-6.0 -55 -50 45 -40 -35 -3.0 -25 -20 -1.5
Log [CaCl,] M

Grafico 14. Curvas cumulativa para CaCl, na presenca de concentracoes
isoladas de Ssan-EtOH (27,0 — 500 pg/mL), em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos com endotélio removido (A), e respectivos valores de
Emax (B). Os valores foram expressos como média te.p.m de 5 - 8
experimentos por concentracao.
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Tabela 11. Valores numéricos expresso em Média + e.p.m dos valores de pD;
e efeito maximo (Emax) das contracbées induzidas por CaCl, na presenca de
Ssan-EtOH em estudos com anéis de artéria mesentérica superior isolada de

ratos na auséncia de endotélio vascular.

Ssan-EtOH

Valores de pD, Emax (%) n

(ug/mL)
Controle 3,61 £0,06 100,0+0,0 07
27 3,52+ 0,30 97,53 £+ 3,78 05
81 2,83+0,23* 43,53 £+ 5,41 *** 05
243 2,78+ 0,08 *** 52,89 + 4,80 *** 06
500 2,69 + 0,24 *** 26,68 + 3,82 *** 05

*p<0,05; ***p<0,001 versus Controle.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo realizado em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos, observou-se que o extrato etandlico das partes areas de S.
santaremnensis, promoveu um potente efeito vasodilatador. Os vasos de
pequeno calibre, como a artéria mesentérica superior, oferecem maior
resisténcia ao fluxo sanguineo e estdo mais amplamente implicados na
regulacao da pressao capilar, refletindo as evolugcbes da resisténcia periférica
global (FOLKOW, 1979, 1987; MULVANY; AALKJAER, 1990).

A atividade contratil de células musculares lisas de artérias e
arteriolas é o principal determinante da resisténcia ao fluxo sanguineo através
da circulagdo. Assim, o tdnus vascular desempenha um papel importante na
regulacdo da pressao arterial e da distribuicdo do fluxo sanguineo entre e
dentro dos tecidos e érgaos do corpo. A regulacdo da atividade contratil das
células musculares lisas na circulagdo sistémica é dependente de uma
complexa interagdo de substéncias vasodilatadoras e vasoconstritoras,
estimulos de hormdnios circulantes, neurotransmissores e de fatores derivados
do endotélio que regulam a pressao arterial (JACKSON, 2000).

Na avaliacdo do potencial toxicolégico, Ssan-EtOH nao apresentou
toxicidade quando administrado por via oral (Tabela 6), nem citotoxicidade em
eritrocitos de ratos (Gréfico 1), conferindo uma boa margem de seguranca para
o extrato nas doses testadas.

Em estudos para a avaliacido do efeito de Ssan-EtOH sobre a
musculatura lisa vascular, observou-se que o extrato induziu vasorrelaxamento
dependente e independente de endotélio, de maneira dependente de
concentracao, verificado com o deslocamento da curva para a direita apos a
remocao mecéanica do endotélio vascular, porém sem alteragdo no efeito
maximo, indicando que ha participacdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio (Grafico 2).

O endotélio tem uma funcdo importante na manutencdo da
homeostasia vascular pela sintese e liberacdo de varios fatores
vasodilatadores incluindo: 6xido nitrico (NO), prostaciclinas (PGl,) e fatores
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hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF), além de fatores
contracturantes como endotelina (MATOBA et al., 2002; KOZA et al., 2007).

Com o objetivo de identificar qual fator derivado do endotélio
vascular estaria sendo responsavel pela acao vasodilatadora de Ssan-EtOH,
foram desenvolvidos experimentos utilizando individualmente as ferramentas L-
NAME 100 pM, hidroxocobalamina 30 uM, atropina 1 nM e indometacina 10
uM.

Para avaliar a influéncia da NO-sintase (NOS) no efeito relaxante
induzido por Ssan-EtOH, utilizou-se L-NAME (100 uM), um inibidor competitivo
da NO-sintase (MONCADA e HIGGS, 1993). Nestas condigdes experimentais o
relaxamento da musculatura lisa vascular induzida por Ssan-EtOH foi
significantemente atenuado, mas nao abolido completamente, sugerindo a
participacao da enzima NOS, no entanto, outros mediadores derivados do
endotélio vascular no efeito vasorrelaxante induzido por Ssan-EtOH nao devem
ser descartados (Grafico 3).

NO é uma molécula gasosa que esta na maioria dos tecidos do
corpo. E formado pela oxidacdo da L-arginina, resultando na formagao de NO e
L-citrulina. Este processo € catalisado por trés diferentes isoformas da NO-
sintase, denominadas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS
induzivel (iNOS), e envolve vérios cofatores, como Ca®*-calmodulina, NADPH e
0.. Uma vez formado, o NO difunde-se livremente através das membranas e
liga-se a guanilil ciclase soluvel (sGC), ativa a enzima e estimula a produgéo de
guanosina monofosfato ciclica (cGMP). Este segundo mensageiro fosforila a
proteina cinase G (PKG), que possui inumeras fungdes, incluindo a fosforilacao
de canais ibnicos, resultando na reducao dos niveis intracelulares de calcio. No
musculo liso vascular, este estimulo promove relaxamento e vasodilatacdo. O
NO possui um elétron livre (NO®), mas apesar de ser um radical livre, ndo é
toxico (MARSH; MARSH, 2000; MONCADA; HIGGS, 2006).

A participagdo do NO foi avaliada pelo pré-tratamento das
preparacées com hidroxocobalamina (30 uM), um sequestrador exégeno de
NO (KRUSZYNA et al., 1998). Nestas condicdes o relaxamento induzido pelo
extrato nao foi significativamente atenuado (Grafico 4), em contraste com os
resultados encontrados com o bloqueio por L-NAME. A hidroxocobalamina
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apresenta em sua estrutura uma cobalamina oxidada (Cbl(lll)) que captura o
NO assim que ele sai da célula endotelial formando o complexo Cbl(II)NO
(KRUSZYNA et al. 1998), inativando-o, ou seja, a hidroxocobalamina atua
somente sobre o NO extracelular.

A maioria dos efeitos biolégicos do NO tem sido atribuida a sua
forma NO°®, até a descoberta de uma forma reduzida, o ion nitroxila (NO™ ou
HNO), com evidéncias que apontam uma possivel producdo enddégena. O NO*
e o HNO parecem similares e apresentam potente efeito vasorrelaxante.
Contudo, HNO apresenta interacées distintas com muitas biomoléculas,
interagindo diretamente com tidis, elevando os niveis plasmaticos do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), além de ativar receptores de
rianodina (RyR), e participa do efeito relaxante de muitos leitos vasculares.
Estudos relatam que HNO pode ser produzido diretamente via NO-sintase
(HOBBS et al., 1994; SCHMIDT et al., 1996; ADAK et al., 2000), e seu papel
nas agoes vasculares pode ser confirmado frente a sua sensibilidade a tidis e a
sua resisténcia, na maioria das vezes, a sequestradores de NO* (IRVINE et al.,
2008).

Os resultados sugerem, além de possivel participacdo de outra
espécie reativa de NO no efeito vasorrelaxante de Ssan-EtOH, um efeito
sequestrador incompleto do NO pela hidroxocobalamina (ANDREWS et al.,
2009).

Outra via muito importante para o vasorrelaxamento e consequente
regulacdo do tébnus vascular € a que envolve a producdo e liberacdo de
metabodlitos da via da enzima cicloxigenase (OLIVEIRA et al.,, 2008). A
cicloxigenase - COX é uma enzima que catalisa a reacao de metabolismo do
acido araquidénico em metabdlitos, dentre eles a prostaciclina que é um
potente vasodilatador derivado do endotélio vascular importante para a
regulacao do ténus muscular (MONCADA; VANE, 1978; SCHULZ; TRIGGLE,
1994). A prostaciclina formada no endotélio vascular se difunde até as células
musculares, onde promove a ativacao de receptores IP que estdo acoplados a
proteina Gs (COLEMAN et al., 1994). Este acoplamento induz a ativacao da
enzima AC levando a um aumento dos niveis de AMPc no citosol. O aumento
do AMPc gera a ativacdo de uma proteina cinase dependente de AMPc-PKA.
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Esta proteina quando ativada promove fosforilagbes da bomba do reticulo
sarcoplasmatico, aumentado a recaptacdo de célcio do citosol para os
estoques, promovendo a abertura de canais para potassio, o fechamento de
canais para célcio na membrana e a inibigdo da cinase da cadeia leve de
miosina (MLCK). Estas sequéncias de fosforilacées levam a uma diminui¢cao
das concentracbes de calcio na célula muscular acarretando em uma
diminuicao do ténus (SIEGEL, 1989; FROLICH, 1990).

Partindo dessas premissas, avaliou-se o efeito da indometacina, um
inibidor nao-seletivo da COX (CLARK; FUCHS, 1997), sobre a resposta
vasorrelaxante de Ssan-EtOH. Nesta série de experimentos constatou-se que o
vasorrelaxamento foi significantemente atenuado, indicando que os metabdlitos
formados a partir da via do acido araquiddnico podem estar participando do
efeito vasodilatador produzido por Ssan-EtOH (Grafico 5).

Um evento importante para a producdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio é o aumento das concentragcdes de Ca?* na célula
endotelial, que pode ocorrer por ativacdo dos receptores muscarinicos
(OLIVEIRA et. al., 2008). Os receptores muscarinicos sdo proteinas integrais
de membrana acoplados a proteina-G que quando estimulados por um
agonista induz o aumento de Ca* na célula endotelial e conseqiente liberagao
de fatores relaxantes derivados do endotélio — FRDEs (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980). Em muitos leitos vasculares, a estimulacdo dos receptores
muscarinicos (endoteliais) produz uma intensa dilatacdo, apesar desses
receptores ndo receberem inervacao colinérgica (BRUNING et. al., 1994). De
fato, existem varios estudos mostrando que a estimulagdo dos receptores
muscarinicos induz vasorrelaxamento em aorta de coelho e de rato (CHOO et
al., 1986) via liberagdo de fatores relaxantes derivados do endotélio, como o
oxido nitrico (CAULFIELD, 1993; EGLEN et al., 1996).

Para verificar a participacdo dos receptores muscarinicos no
relaxamento induzido por Ssan-EtOH, realizou-se experimentos em anéis de
artéria mesentérica superior isolado de rato pré-incubados com atropina (1 nM)
um antagonista ndo seletivo dos receptores muscarinicos (SAWYER et al.,
1999). Na presenca de atropina, o efeito vasorrelaxante produzido foi atenuado
significantemente. Estes resultados sugerem uma provavel participacdo dos
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receptores muscarinicos na resposta vasorrelaxante induzida por Ssan-EtOH
(Gréfico 6).

Os canais para potassio parecem ter um papel crucial no controle
do potencial de membrana e também sao importantes para o controle do ténus
vascular (JACKSON, 2000). A ativagdo de canais para K" levam ao efluxo de
ions K*' e hiperpolarizacdo das células musculares lisas vasculares
promovendo a inativacdo dos canais de calcio sensiveis a voltagem (Cayl)
promovendo uma diminuicAo da concentracdo de calcio intracelular e
consequente vasodilatacao (NELSON; QUAYLE, 1995).

Os ativadores de canais de K' sdo eficazes em relaxar a
musculatura lisa vascular em condicbes de aumento moderado da
concentragdo externa de potassio enquanto que, em maiores concentragcoes
extracelulares de potassio este efeito € bastante atenuado. A possivel
explicagdo para isso é que na presenca de altas concentracées de potassio
extracelular o potencial de equilibrio do K* torna-se menos negativo que o

limiar de abertura dos CayL (GURNEY, 1994).

Para avaliar a participacao dos canais para potassio na resposta
relaxante induzida por Ssan-EtOH, observou-se o efeito do KCI 20 mM sobre a
resposta relaxante do extrato em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato na presenca e na auséncia do endotélio vascular. Nestas condicoes, o
extrato promoveu uma atenuacdo do efeito vasorrelaxante de Ssan-EtOH
(Gréfico 7), indicando a modulacdo do efluxo de K' nestas preparagdes, e
sugerindo a participacao dos referidos canais na resposta relaxante do extrato.
Em contraste, em anéis sem endotélio vascular, a resposta vasorelaxante
induzida por Ssan-EtOH foi aumentada nas concentragées mais elevadas do
extrato (Gréafico 8). Estes resultados, observando a resposta em preparacdes
com endotélio intacto na presenca de KClI 20 mM, sugerem a participacao
indireta dos canais para potassio, sendo provavelmente ativados por fatores
derivados do endotélio.

Para comprovar a hipétese de que Ssan-EtOH estaria atuando sobre
0s canais para potassio no endotélio vascular, realizou-se protocolos

experimentais na presenca de tetraetilaménio (TEA) 3 mM, um bloqueador nao-
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seletivo dos canais para potassio (WANG et al., 2008). Nestas condicées,
observou-se uma atenuacgdo significativa da resposta relaxante frente ao
bloqueio com TEA 3 mM, sem alteracdo do efeito maximo (Grafico 9),
sugerindo a participacdo de canais para potassio no endotélio vascular no
efeito vasorrelaxante de Ssan-EtOH.

Sao quatro os tipos de canais para potassio que parecem estar mais
envolvidos na regulacdo do ténus vascular: os canais para potassio ativados
por voltagem (Ky), os canais para potassio sensiveis a ATP (Katp), canais para
potassio de baixa condutancia ativados pelo calcio (SK¢,) canais para potassio
de grande condutancia ativados pelo célcio (BK:,) (ADEAGBO, 1999;
JACKSON, 2000). Apesar do TEA 3 mM ser um bloqueador nao-seletivo dos
canais para potassio, possui uma afinidade maior para o0s BKca
(WALLERSTEDT; BODELSSON, 1997). Portanto, faz-se necessario avaliar a
participacdo dos demais tipo de canais na resposta vasorrelaxante de Ssan-
EtOH.

Como citado anteriormente, o endotélio regula o ténus vascular
mediante a liberacdo de basicamente trés fatores: NO, prostaciclinas (PGl,) e
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (MATOBA et al, 2002; et
al., 2007). A artéria mesentérica de rato contribui substancialmente para a
regulacao da resisténcia vascular periférica (MULVANY; AALKJAER, 1990), e o
NO e principalmente o EDHF desempenham um papel crucial na resposta
relaxante dependente de endotélio neste 6rgao (HWA et al, 1994).

Para avaliar a participacdo do EDHF, experimentos envolvendo pré-
tratamento com L-NAME (100 uM) + Indometacina (10 uM) foram realizados
em anéis de artéria mesentérica com endotélio funcional (MA et al. 2008), e
ndao se observou atenuacdo da resposta (Grafico 10), em contraste com o
observado separadamente para cada bloqueador (Graficos 3 e 5). No entanto,
relaxamento persistente ao bloqueio duplo da NOS e COX caracteriza-se como
uma resposta atribuida ao EDHF (FELETOU; VANHOUTTE, 1999), similar ao
que ocorre com a acetilcolina, bem como a substancias potencialmente
ativadoras de receptores muscarinicos (BOLTON et al., 1984; MA et al., 2008).
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Para confirmar a participacdo dos EDHF, realizou-se experimentos
envolvendo o pré-tratamento com L-NAME (100 uM) + Indometacina (10 uM),
mais um bloqueador nao-seletivo dos canais de potassio (TEA 3 mM). Nesta
série de experimentos, observou-se uma atenuacgéo significativa na resposta
relaxante de Ssan-EtOH, com deslocamento da curva para direita, e aumento
no valor de ECsy (Grafico 11). No entanto, faz-se necessario a realizacédo
experimentos com um bloqueio classico de EDHF com Apamina (100 nM) +
Caribdotoxina (200 nM) bloqueadores seletivos de SKca** e BKca?,
respectivamente ( MA et al., 2008).

Em experimentos para verificacdo da influéncia de Ssan-EtOH sobre
as contracdes induzidas por fenilefrina, observou-se que o extrato foi capaz de
inibir de maneira dependente de concentracdo as contragdes induzida por
fenilefrina em preparagdes de artéria mesentérica superior isolada de ratos na
auséncia do endotélio vascular (Grafico 12; Tabela 9). A fenilefrina promove o
aumento do tdnus vascular pela estimulacdo de receptores a4-adrenérgicos e
pelo aumento do influxo de célcio pelos canais para célcio operados por
receptor — ROCCs (KARAKI; WEISS, 1988). Portanto, estes resultados
sugerem que Ssan-EtOH de algum modo influencia na resposta contratil
induzida pela fenilefrina, supostamente pelo bloqueio dos canais para calcio
operados por receptor.

De acordo com a literatura o aumento da concentracdo de potassio
extracelular induz contragdo no musculo liso através de uma despolarizagao de
membrana com subseqlente ativacdo de canais para calcio sensiveis a
voltagem - CayL e liberagcdo de Ca*® do reticulo sarcoplasmatico (GURNEY,
1994; YOSHIHIMA et al., 1992), enquanto a vasoconstricdo induzida por
fenilefrina é resultante de um acoplamento misto, farmacomecanico e
eletromecénico (LEUNG et al., 2008). Em ambos os casos, o principal efeito
resultante € o aumento da concentracdo de célcio intracelular levando a uma
contragao.

Para verificamos se Ssan-EtOH promoveria relaxamento frente a
agentes contrateis diferentes, fez-se experimentos utilizando o agente
despolarizante KCI 80 mM, que induz contracao através da despolarizacao de

membrana e abertura dos canais de calcio sensiveis a voltagem, promovendo
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o influxo de calcio e conseqliente contracdo, mecanismo esse chamado de
acoplamento eletromecanico (VOGALIS et al., 1991). Nestas condicbes
experimentais, Ssan-EtOH foi capaz de relaxar de maneira dependente de
concentragdo as contragdes induzidas em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos, tanto por KCI 80 mM quanto por fenilefrina 10 uM,
mostrando que o extrato induz relaxamento tanto sobre contragbes induzidas
por um acoplamento eletromecanico como por um farmacomecanico,
caracterizando-se assim um efeito vasorrelaxante inespecifico, e evidenciando
ainda uma provavel acao sobre os CaylL. (Grafico 13, Tabela 8).

Para verificar a participacdo de Ssan-EtOH sobre o bloqueio dos
canais para calcio na membrana plasmatica, realizou-se experimentos, através
da adicdo cumulativa de CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem
calcio (KCl 60 mM 0-Ca®") antes e apés a incubagdo de concentracdes
individuais de Ssan-EtOH. Nestas condi¢cdes observou-se que, na presenca de
Ssan-EtOH as curvas concentracao-resposta do CaCl, foram deslocadas para
a direita e com reducdo do efeito maximo de maneira ndo paralela, sugerindo
uma agao inibitéria de Ssan-EtOH sobre o influxo de Ca®* via canais para célcio
sensiveis a voltagem na membrana plasmatica (Grafico 14; Tabela 10).
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que:

» O extrato etandlico obtido das partes aéreas de Sida
santaremnensis (Ssan-EtOH) ndo apresentou toxicidade aguda em

camundongos, bem como citotoxicidade em eritrécitos de ratos.

» O efeito vasorrelaxante promovido por Ssan-EtOH em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato ocorre de maneira dependente e

independente do endotélio vascular.

» O efeito vasorrelaxante dependente do endotélio vascular
parece envolver a participacdo da enzima NO-sintase e dos receptores
muscarinicos, bem como os metabdlitos da cicloxigenase, além de possivel
participacdo de canais para potassio e do fator hiperpolarizante derivado do

endotélio.

» O efeito vasorrelaxante independente do endotélio vascular
parece ser decorrente de uma inibicao do influxo de célcio através dos canais
para calcio sensiveis a voltagem (CayL). Porém outros mecanismos podem

estar envolvidos nesta resposta.
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7. PERSPECTIVAS

» Avaliar a participacdo da via NO/GMPc/PKG na resposta
vasorrelaxante de Ssan-EtOH.

» Indentificar quais subtipos de canais de potassio estdo
envolvidos na resposta vasorrelaxante de Ssan-EtOH.

» Verificar os efeitos de Ssan-EtOH sobre a mobilizagdo dos fons

calcio dos estoques intracelulares.

» Avaliar o efeito de Ssan-EtOH sobre pressdo arterial média
(PAM) e frequencia cardiaca (FC) em ratos normotensos e hipertensos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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