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RESUMO

A pesquisa etnobotanica por plantas medicinais com potencial vasoativo no tratamento da
hipertensao ja ¢ largamente utilizado (ANWAR al., 2016). Trata-se de plantas que sdo efetivas
no tratamento de doencas cardiacas como a hipertensdo e angina, sendo um dos principais
efeitos biologicos investigados o vasorelaxamento, sendo identificadas plantas que
promoveram mais de 50% de relaxamento em anéis de aorta de ratos pré-contraidos com
norepinefrina (SLISH, 1998; ADARAMOYE, 2009). Contudo, ndo foram encontradas
referéncias de ensaios farmacologicos quanto ao constituinte fitoquimico com potencial a¢ao
vasolexante da espécie Calycophyllum spruceanum. Assim, este trabalho se propoe a investigar
os efeitos cardiovasculares de doses cumulativas do extrato hidroalcéolico de Calycophyllum
spruceanum (EHCSy), in vivo e in vitro. Resultados: Os efeitos farmacoldgicos do EHCSg
sobre o sistema cardiovascular, foram estudados em ratos normotensos usando técnicas in vivo
(EHCSg- 2, 4, 6, 12, 20, 40, 60 e 120 mg/Kg) e in vitro (EHCSg- 2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL).
Nos experimentos in vivo, com animais anestesiados, verificou-se importante efeito hipotensor.
A diminui¢do da pressdo arterial média (PAM) ocorreu de forma significativa principalmente
nas doses de 40 mg/Kg (45,61 + 3,46 mmHg), 60 mg/Kg (37,16 + 1,16 mmHg) e 120 mg/Kg
(23,25 + 3,67 mmHg) em relagdo ao controle (104,7+ 5,18 mmHg) (****p<0,0001). Esta
diminui¢ao na PAM ndo foi acompanhada de diminuicao da frequéncia cardiaca (FC), pois nao
houve diferencga estatistica entre as doses e o controle, nem tampouco na pressao venosa central
(PVC), Débito Cardiaco (DC) e Volume do ventriculo esquerdo (VVE). Observou-se redugao
nas outras variaveis: RVP nas doses de 6 mg/Kg (*p<0,05) (0,23+0,02 mmHg), 40 mg/Kg
(0,11+£0,02 mmHg), 60 mg/Kg (0,10£0,02 mmHg) e 120 mgkg (0,07£0,02 mmHg)
(****p<0,0001), respectivamente versus o controle (0,34+0,02), PVE 48,65+5,93 mmHg,
51,05+8,85 mmHg, 64,30+8,40 mmHg e 59,48+7,05 mmHg, 26,034+2,49 mmHg nas doses de
6 ¢ 20 mg/Kg (** p<0,01), 40 e 60 mg/Kg (*p<0,5) e 120 mg/Kg (****p<0,0001) iv;
respectivamente vs. Controle; Dp/Dt : 6570+601,2 mmHg/s, 6076562 mmHg/s e 5847+659,2
mmHg/s, nas doses de 40 mg/Kg ***p < 0,001, 60 mg/Kg ***p< 0,001 e 120 mg/Kg ***p <
0,001, respectivamente vs Controle (10754+857,5 mmHg/s). Para os experimentos in vitro, o
EHCSF induziu significativamente (p<0,05) efeito relaxante (55,20 £15,54 %, ECso=1,10+0,21
pg/mL) em anéis com endotélio. Na presenga de L-name (100 uM) o efeito vasorelaxante foi
abolido. Em anéis de aorta intactos, o vasorelaxamento ndo foi modificado pela pré-incubagao
com 1 pM de atropina, (57,54 +12,64 %, ECso = 0,99+0,14 pg/mL) ou de 10 pM de
indometacina (63,09 +13,72 %, ECso = 0,73+£0,38 pg/mL). A pré-incubagdo de KCI 80 mM
(21,49+£7,55%, ECso = 2,40+0,09pug/mL) ou KCl 20 mM (30,38+11,66%, ECsy =
1,87+0,10pg/mL), um ativador dos canais de calcio operados por voltagem (VOCCS) em anéis
sem endotélio foram estatisticamente diferentes daqueles observados em anéis com endotélio
(55,20 £15,54 %, ECso= 1,10£0,21 pg/mL). Conclusdao: O EHCSy induziu efeito hipotensor
em ratos normotensos que, diante de nenhuma modificagdo do DC frente ao tratamento, parece
ser inteiramente devida a queda da RVP, dada pelo efeito vasorrelaxante demonstrado em anéis
de artéria aorta isolada de ratos. O NO ¢ o principal FRDE, uma vez que a inibi¢do da enzima
na sua produgdo aboliu o efeito vasorrelaxante, bem como, ap6s uso de um inibidor da via das
prostaciclinas e receptores muscarinicos, ndo foi capaz de modificar a resposta ao tratamento
com EHCSk.

Palavras chaves: Calycophyllum spruceanum, vasorelaxamento, artéria aorta



ABSTRACT

Ethnobotanical research on medicinal plants with vasoactive potential in the treatment of
hypertension is already widely used (Anwar al., 2016). These are plants that are effective in the
treatment of heart diseases such as hypertension and angina. One of the main biological effects
investigated is vasorelaxation. Plants were identified that promoted more than 50% relaxation
in the aorta rings of pre-contracted rats with Norepinephrine (Slish, 1998; Adaramoye, 2009).
However, no references of pharmacological tests were found regarding the phytochemical
constituent with potential vasolexante action of the species Calycophyllum spruceanum. Thus,
this work proposes to investigate the cardiovascular effects of cumulative doses of the
hydroalcoholic extract of Calycophyllum spruceanum (EHCSF), in vivo and in vitro. Results:
The pharmacological effects of EHCSF on the cardiovascular system were studied in
normotensive rats using in vitro (EHCSF-2, 4, 6, 12, 20, 40, 60 and 120 mg / kg) and in vitro
techniques (EHCSF-2 , 7, 20, 70 and 140 pg / ml). In the in vivo experiments with anesthetized
animals, an important hypotensive effect was observed. The decrease in mean arterial pressure
(MAP) occurred mainly at doses of 40 mg / kg (45.61 £ 3.46 mmHg), 60 mg / kg (37.16 £ 1.16
mmHg) and 120 mg / Kg (23.25 £+ 3.67 mmHg) in relation to the control (104.7 = 5.18 mmHg)
(**** p<0.0001). This decrease in MAP was not accompanied by a decrease in heart rate (HR),
as there was no statistical difference between doses and control, nor in central venous pressure
(CVP), cardiac output and left ventricular volume ). A reduction in the other variables was
observed: RVP at doses of 6 mg / kg (* p <0.05) (0.23 £ 0.02 mmHg), 40 mg / kg (0.11 £ 0.02
mmHg), 60 mg / kg (0.10 £ 0.02 mmHg) and 120 mg / kg (0.07 £ 0.02 mmHg) (**** p
<0.0001), respectively versus the control (0.34 + 0.02), PVE 48.65 + 5.93 mmHg, 51.05 + 8.85
mmHg, 64.30 + 8.40 mmHg and 59.48 = 7.05 mmHg, 26.03 + 2.49 mmHg At doses of 6 and
20 mg / kg (** p <0.01), 40 and 60 mg / kg (* p <0.5) and 120 mg / kg (**** p <0.0001) iv ;
Respectively. Control; Dp / Dt: 6570 + 601.2 mmHg / sec, 6076 = 562 mmHg / s and 5847 +
659.2 mmHg / s at the doses of 40 mg / kg *** p <0.001, 60 mg / kg *** p <0.001 and 120 mg
/ kg *** p <0.001, respectively vs Control (10754 + 857.5 mmHg / s). For in vitro experiments,
EHCSF induced significantly (p <0.05) a relaxing effect (55.20 + 15.54%, EC 50 = 1.10 £ 0.21
pg / mL) on endothelial rings. In the presence of L-name (100 uM) the vasorelaxant effect was
abolished. In intact aortic rings, vasorelaxation was not modified by preincubation with 1 uM
atropine, (57.54 + 12.64%, EC 50 = 0.99 £ 0.14 pg / mL) or 10 uM indomethacin (63.09 +
13.72%, EC 50 = 0.73 + 0.38 pg / mL). Preincubation of 80 mM KCI (21.49 + 7.55%, EC 50 =
2.40+0.09 pg/ ml) or 20 mM KCI (30.38 £ 11.66%, EC 50 = 1.87 = (VOCCS) in rings without
endothelium were statistically different from those observed in endothelial rings (55.20 +
15.54%, EC 50=1.10+0, 21 pg / ml). CONCLUSIONS: EHCSF induced a hypotensive effect
in normotensive rats, which, in the absence of any change in CD versus treatment, seems to be
entirely due to the decrease in PVR, due to the vasorelaxant effect demonstrated in aortic artery
rings isolated from rats. NO is the main FRDE, since the inhibition of the enzyme in its
production abolished the vasorelaxative effect and, after use of a prostacyclin and muscarinic
receptor pathway inhibitor, was not able to modify the response to treatment with EHCSF.

Keywords: Calycophyllum spruceanum, vasorelaxation, aortic rings
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1. INTRODUCAO

A tratamento de doengas através da utilizagdo de plantas medicinais, ¢ utilizada desde
tempos mais remotos nas civilizagdes ocidentais e orientais, tanto no controle de pragas, quanto
em mecanismos de defesa (BOLZANNI, 2006). Entende-se por plantas medicinais, qualquer
planta que possa ser administrada de forma terapéutica ao homem ou animal com potencial
efeito fisiolégico no combate a doencas (FIRMO, 2011).

Até o século XX, o uso de plantas medicinais, mais especificamente suas propriedades
bioldgicas eram bastante utilizadas para o tratamento de doencas (FERREIRA, 2014) e
acreditava-se que tais propriedades poderiam ser reais ou ritualisticas. Isto por que ainda nao
havia-se explorado os mecanismos de acdo de plantas medicinais (VIEGAS, 2006).

O entendimento sobre o mecanismo de acdo e isolamento dos principios ativos de
plantas medicinais, ja comeca a ser bastante explorado pela medicina tradicional chinesa, a qual
se desenvolveu com grandiosidade por varios séculos (WILLIANS et al., 2006). Um dos
primeiros relatos da utilizagdo de produtos naturais no alivio da dor foi através da ingestao de
ervas e folhas (BOULZANNI et al. 2006; SOUZA et al., 2011).

Contudo, a ciéncia comecou a avangar a partir do estudo e isolamento de constituintes
quimicos, em particular, a descoberta da quinina proveniente do género Cinchona, utilizado no
tratamento da maldria, sendo isolado em 1820, descoberto pelos cientistas franceses J.B.
Aventou e J.B. Pelletier (PHILLIPSON, 2001).

A pesquisa etnobotanica de plantas medicinais com potencial vasoativo no tratamento
da hipertensdo ja ¢ largamente utilizado (ANWAR al., 2016). Trata-se de plantas que sdo
efetivas no tratamento de doengas cardiacas como a hipertensdo e angina, tendo sido

identificadas plantas que promoveram mais de 50% de relaxamento em anéis de aorta de ratos



pré-contraidos com norepinefrina e portanto tem agao direta no sistema cardiovascular (SLISH,
1998; ADARAMOYE, 2009).

O mausculo liso apresenta caracteristicas fisiolégicas que determinam a via
farmacoldgica do mecanismo de agdo dos constituintes presentes nas plantas medicinais. Sendo
o principal efeito mediado pela via do o¢xido nitrico sintetase (NOS), provocando
vasorelaxamento e hipotensdo (SLISH et al., 2004). Viarios mecanismos podem estar
envolvidos, entre eles diminui¢do do débito cardiaco (DC) e/ou resisténcia vascular periférica
(RVP), como por exemplo a Sida cordifolia Linn. (SANTOS, 2002), potente efeito bradicardico
e a Eugenia uniflora L. (CONSOLINI, 1999), Orthosiphon aristatus MATSUBARA, 1999) e
Marrubium vulgare (BARDALI, 2001), respectivamente com agado sobre a RVP.

O estudo da atividade biologica de diversas plantas tem contribuido para descoberta de
varios mecanismos de a¢do farmacologica, que poderdo contribuir expressivamente para o
estudo da hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio entre outras
moléstias ligadas ao sistema cardiovascular, especialmente o musculo liso (ANDRADE et al.,
2016).

A regulacdo da contragdo do musculo liso exerce papel fundamental na manutencao da
pressdo sanguinea, sendo que a hipertensdo estd associada a uma regulacdo anormal da
contracdo do musculo liso, podendo influénciar os valores de outras varidveis fisioldgicas
representativas do funcionamento cardiaco, como as pressdes internas do ventriculo esquerdo,
e por consequéncia, a contragdo do miocardio (SIMPLICIO et al., 2016).

Pesquisas realizadas com plantas da regido nordeste identificaram potencial efeito
hipotensor como Wilbrandia verticillata, conhecida como cabeca-de-negro e a Sesamum
indicum conhecida como gergelim (AGRAet al., 2008). O Calycophyllum spruceanum,
pertencente a familia Rubiaceae, possui metabdlicos bioativos com grande potencial

farmacoldgico, principalmente fotoprotetor e anti-inflamatorio (MARTINS, 2015).



Neste estudo, ndo foram encontradas referéncias de ensaios farmacologicos quanto ao
constituinte fitoquimico com potencial acdo vasolexante da espécie Calycophyllum
spruceanum. No entanto, MAGRINI, 2016, em seu estudo faz referéncia sobre os constituintes
quimicos derivados do acido clorogénico, presentes também na Calycophyllum spruceanum,
um grupo de metabolitos secundarios conhecido pela sua atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e também efeito hipotensor.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos do extrato da
folha da C. spruceanum sobre o sistema cardiovascular e tentar elucidar os possiveis
mecanismos farmacolégicos envolvidos nas duas formas de abordagem: in vivo, através de
variaveis hemodindmicas e in vitro, verificando o percentual de relaxamento de anéis de aorta

1solado de rato.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre pressao arterial

2.1.1 Controle Fisiologico da Pressdo Arterial

A regulacdo da pressao arterial (PA), depende de fatores fisicos (volume sanguineo e a
capacitancia da circulacdo), resultando da relacdo direta entre débito cardiaco (DC), resisténcia
vascular periférica (RVP) e capacitancia venosa (TORTORA, 2005). E o produto do DC pela
RVP. O DC = volume sistolico x frequéncia cardiaca (FC); e volume sistolico = volume de
enchimento ventricular x forca contratil (JOHNSON, 2000; GUYTON; HALL, 2011; AIRES,
2013).

Pressdo, ¢ definida como for¢a por unidade de area, ¢ uma entidade fisica, portanto
depende de fatores como volume de sangue e capacitancia da circulagdo. Tem-se entdo um
componente tonico, responsavel pela manutengdo e um componente fasico que atua momento
a momento na regulacdao da PA. Estes componentes podem determinar ajustes apropriados na
FC ¢ contratilidade cardiacas, assim como, distribuicdo de fluido dentro ¢ fora dos vasos,
fundamentais para corrigir prontamente os desvios para mais e para menos dos niveis basais de
pressdo, em individuos normotensos, hipertensos ou mesmo hipotensos (YRIGOYEN et. all.,
2005)

Essas varidveis fisiologicas, estdo envolvidas na génese da hipertensdo. Outros fatores
envolvidos como: deficiéncia de vasodilatores (prostaciclina e NO), pepitideo natriurético,
aumento da atividade do sistema nervoso simpdatico, aumento inapropriado da secre¢do de
renina que induz aumento da producao de aldosterona, angiotensina II (vasoconstritor) , que
interfere diretamente nos mecanismos reflexos de controle da pressao arterial (CARVALHO et

al., 2000; BATLOUNI, 2001; OPARIL et al., 2003).



2.1.2 Controle Fisioldgico da Pressao Arterial a Curto e Longo Prazo

O sistema reflexo de controle da pressdo arterial a curto prazo ¢ realizado pelos
baroreceptores, considerados os mais fortes receptores de controle da pressdo arterial momento
a momento. Possuem fibras nervosas aferentes localizados no seio carotideo e no arco da aorta,
que detectam alteracdes no grau de estiramento do vaso, conduzindo esta informagao ao centro
de integracdo no nucleo do trato solitario (bulbo) e parte ventro-lateral da medula espinhal,
onde sera processado e posteriormente conduzido impulsos pela fibras nervosas eferentes que
se dividem em 2 vias moduladoras de resposta: neuronios pré-ganglionares simpaticos e pra-
ganglionar parassimpatico (GUYTON e HALL, 2011). Sao influénciados diretamente pela
frequéncia cardiaca e volume sanguineo. E capaz de estabilizar a pressdo arterial batimento 4
batimento, aumentando-a variavelmente. Disfuncdo barorreflexa tem sido reportada em severa
doenga cardiovascular, assim como, em experimentos envolvendo hipertensdo (IRIGOYEN,
1998).

A longo prazo 4 regulagdo da pressdo arterial ¢ realizada pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). A SRAA ¢ o resultado de uma cascata proteolitica conectada
a um sistema de transducdo de sinais, em que a renina ¢ convertida em angiotensina e a partir

dai uma série de eventos que podem culminar com a génese da hipertensao, figura 1.
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Figura 1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

A figura representa a influéncia do SRAA, na génese da hipertensao, como influéncia da liberacdo de
renina pelas glandulas supra-renais que irdo converter angiotensinogénico liberado pelo figado em
angiotensina I. A ECA, enzima conversora de angiotensina, liberado pelos pulmdes e figado, converte
angiotensina I em angiotensina II, que atua principalmente como um importante vasoconstritor,

provovando varios efeitos a nivel central e periférico. sinal de estimulagdo, ® sinal de inibigao,
HAD — horménio antidiurético. (elaborado pelo autor, 2016).



2.1.3 Outras Consideracgoes sobre a Pressao Arterial

Os principios que regulam a entrada e saida de sangue nos ventriculos e
consequentemente sua distribui¢do para os varios 6rgaos do corpo depende do ciclo cardiaco.

Durante o periodo em que o musculo ventricular esta relaxado, fase denominada de
diastole, as pressdes nas veias e nos atrios sao superiores 4 pressao nos ventriculos, o que leva
o sangue a fluir para os ventriculos, através das valvulas atrioventriculares. No entanto a pressao
nas artérias periféricas diminui. Fato este que leva & caracterizar a pressdo arterial diastélica,
como sendo de fato baixa em relagdo ao sistema venoso (JOHNSON, 2003; GUYTON e HALL,
2011).

Quando a musculatura ventricular comega a se contrair, fase denominada de sistole, a
pressdo nos ventriculos aumenta e, no momento em que se torna superior a pressao venosa, as
valvulas atrioventriculares se fecham, a pressdo no limem ventricular excede a pressao no
trajeto de saida (a aorta no caso do coracdo esquerdo e a artéria pulmonar no caso do coragao
direito), as valvulas semilunares se abrem e o sangue ¢ ejetado. Caracterizando a pressdo arterial
sistolica (PAS), como alta em relagdo ao sistema venoso. Todavia existe uma pressdo média,
que ocorre entre a PAS e & PAD, e relaciona-se com o tempo que as mesmas ocorrem.
(JOHNSON, 2003; GUYTON e HALL, 2011).

A pressdao arterial média (PAM) ¢ a média das pressdes artérias medidas a cada
milissegundo, ou seja, deve-se levar em consideragdo a média da pressao arterial sistdlica (PAS)
e pressdo arterial diastolica (PAD). No entanto, a PAD determina cerca de 60% da PAM,
enquanto a PAS representa 40% (GUYTON; HALL, 2011). E determinada pela seguinte
equagdo: PAM = PAD +[0,333 X (PAS - PAD)] (TIBANA et al., 2011).

Jé foi discutido anteriormente que a pressao arterial estabelece relacdo direta com o DC.
Ou seja, se o DC diminuir isso provoca diminui¢do da pressdo arterial e, por conseguinte

diminui¢do da PAM. O DC ¢ o produto da frequéncia cardiaca pelo volume sistolico (VS).



Variacdes na FC exercem surpreendentemente pequeno efeito no DC. No entanto o DC exerce
influéncia direta sobre a PA. O mesmo ocorre com a RVP. (JOHNSON, 2000).

A resisténcia de um vaso esta associado em parte a viscosidade do liquido, ao
comprimento do tubo através do qual o liquido se desloca e por tltimo ao raio do tubo. No final
do século XVIII, um médico francés chamado Poiseuille, conseguiu agrupar todos esses fatores
em constantes apropriadas e convertidas em uma formula, conhecida por equagdo de Poiseuille.

Onde n ¢ a viscosidade do liquido, 1 ¢é o comprimento do tubo e
r4 é a quarta poténcia do raio (GUYTON; HALL, 2011).
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2.1.4 Endotélio Vascular

O endotélio vascular ¢ formado por uma monocamada de células achatadas, sobrepostas
e com elevada taxa metabolica, que recobre a luz de todos os vasos sanguineos, apresentando
uma localizacdo estratégica entre o sangue circulante e a camada média composta por musculo
liso (NEGRAO, 2010; GUYTON; HALL, 2011). Produz e secreta importantes compostos
metabolicamente ativos que iram influenciar no desenvolvimento de varias doengas cardiacas,
como a hipertensao (BATLOUNI, 2001).

Hipertensao essencial ou hipertensdo de causa desconhecida representam mais de 90%
dos casos de hipertensdo. A doenca esta fortemente ligada a heranga genética resultando em
severas anormalidades bioquimicas. A doenca ¢ considerada poligénica e sua apresentagdo
fenotipica dependera do gene ou do grupo de genes envolvidos em cada caso (AMODEO e
HEIMANN, 2003). O resultado pode envolver varios fatores que alteram severamente o
controle da pressdo sanguinea e o tempo de aparecimento da hipertensdo (OPARIL, 2013).

Dentre a variedade de causas da hipertensao arterial, o endotélio surge como um dos

fatores mais importantes no controle do tonus vasomotor. Pela capacidade de produzir



constituintes quimicos vasoconstritores, podendo esta relacionado a uma das causas da
hipertensdo e inibicdo dos vasodilatores. Controla o intercAmbio de pequenas e grandes
moléculas, assim como, mantém a estrutura da parede vascular (CARVALHO, 2000).

Os primeiros autores que demonstraram a relagdo entre o endotélio e a vasodilatacao
provocada pela acetilcolina in vivo foi Furchtgott e Zawadisk em 1980. Demonstraram que em
algumas preparacdes de aorta tordcica isolada de coelhos, ndo se obtinha a vasodilatagao
esperada na presenca da acetilcolina, ao contrario se produzia vasoconstri¢ao. No entanto, com
a preservacdo do endotélio vascular, obtinha-se a vasodilatacdo esperada, demonstrando o papel
fundamental do oxido nitrico, e o efeito dependente do endotélio provocado pela acetilcolina
(FURCHTGOTT et al., 1984; NEGRAO, 2010).

A partir desta descoberta, postulou-se que o endotélio teria varias fungdes de grande
valor cientifico, como modulagao do tonus vascular, adesdo celular, proliferacao das células da
musculatura lisa, resisténcia a formagao de trombos e da inflamag¢ao da parede vascular. Estas
funcdes estdo relacionadas a capacidade de liberar e sintetizar, a partir de estimulos fisicos,
neurais e hormonais, varias substancias vasoativas (6xido nitrico, prostaciclinas, monoxido de
carbono e fatores hiperpolarizantes), assim como, substancias constritoras também derivadas
do endotélio (endotelina-I, angiotensina-II, tromboxano, prostaglandina e espécies reativas de

oxigénio) (FURCHTGOT et al., 1999; BAHIA, et al., 2006; VANHOUTTE, 2009).

2.1.4.1 Oxido Nitrico

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ um dos principais vasorelaxadores produzidos pelo endotélio,
sendo sintetizado a partir a L-arginina, através da oxida¢do de 5 elétrons, que passa pela
formagdo intermediaria da NS-hidroxi-L-arginina. O substrato essencial para mediar a
formacdo de NO sdo acido amino arginino, mdleculas de oxigénio e nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (NADPH), principal geradora de espécies reativas nos vasos sanguineos



(DUSSE et al., 2003; NEGRAO, 2010). Tem importante fun¢io vasoreguladora, sobretudo,
como fator de relaxamento, e varios fatores "disparam" o relaxamento provocado por
substancias produzidas pelo endotélio, sendo a tensdo de cisalhamento, ou shear stress, € a
forca exercida pelo sangue como um “ativador" do 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS)
(CARDOSO at al., 1994). Esses fatores “ativadores”, podem ser tanto fatores quimicos quanto
fisicos, que ativam a eNOS, que por sua vez ¢ responsavel pela sintese do 6xido nitrico, figura
2. Este por sua vez ativa a enzima guanilatocliclase soluvel (GCs), que cliva guanosina
trifosfato (GTF) em guanosinamonofosfato ciclico (GMPc), a qual diminui a concentragao de
Ca'? intracelular, acarretando vasorrelaxamento (QUEIROZ, 2010) .

A formagdo do NO implicam em varios eventos que culminam com a diminui¢do do
Ca®" intracelular que resulta em relaxamento da musculatura lisa vascular. No entanto para este
evento € necessario a ativagao de ambas as proteinas, proteina cinase G (PKG) e proteina cinase
A (PKA), que promovem a redugdo da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao calcio. A
PKG por sua agdo sobre a miosina fosfatase acelera o processo de desfosforilacdo da cabega
leve de miosina (MLC) e a PKA por sua agdo sobre a cinase de MLC, fosforila e diminui a
afinidade ao complexo calcio-calmodulina, figura 2 (MURAD, 1994; AKATA, 2007).

A melhor caracterizacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio (FsRDE), ¢ o
oxido nitrico (NO). Varias substincias vasoativas ativam os FsRDE, alguns mediadores
neurohumorais como: acido araquiddnico, acetilcolina, histaminas, bradicininas, trombina e
outras, ativam receptores especificos nas células endoteliais como M3, Hy, VP, que ativam
FsRDE e provocam relaxamento na musculatura lisa vascular, conforme demonstrado na figura
3 (VANHOUTTE et. all., 2008).

A contribui¢do da prostaciclina para a vasodilatagdo dependente do endotélio ocorre de
forma reduzida, pela agdo de um eicosanoide sintetizado nas células endoteliais pela a¢do da

enzima ciclo-oxigenase com o &cido araquiddnico, na via metabolica conhecida como cascata
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do 4acido araquiddnico. Inicia-se a partir da hidrdlise de um fosfolipide de membrana a
fosfotidilcerina, por fosofolipase A®. Assim o acido aracdénico sob a agdo da cicloxigenase,
forma as prostaglandinas (PGE* ¢ PGI?) e tromboxanos (TBxA?). A PGE? ativa diretamente a
adenilato ciclase soluvel, aumentando os niveis de AMPc (figura 2) e ativam a guanilato ciclase
aumentando os niveis de GMPc. Ambos induzem relaxamento muscular e diminui¢do do tonus
vascular (BURINI e WAIB, 1991;CARVALHO et al., 2000).

O endotélio também sintetiza substancias vasoconstritoras, derivadas de fatores
contraturantes derivados do endotélio (FsCDE), incluindo as endotelinas (potente peptideo
vasoconstritor), PGH2, tromboxano A” (eicosandides com efeito vasoconstritor) e angiotensina
IT (ocorre no plasma e em varios tecidos como rins, cérebro, musculo liso vascular e céluas
endoteliais). Todos estes com acgdo vasoconstritora podendo estar envolvidos na génese da
hipertensao (BATLOUNI, 2001).

As células endoteliais comportam-se de forma dindmica, podendo provocar
vasorelaxamento por diferentes mecanismos, como os fatores hiperpolarizantes derivados do
endotélio (FsHDE). Estudos sugerem que os FsHDE podem ser: metabdlitos do acido
aracdonico por citocromo P450 e principalmente mediado por canais de K+ (URAKAMI-
HARASAWA, 1997). O relaxamento provocado pelo FSHDE ocorre sem elevacdo dos niveis
intracelulares de GMPc e de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e nao ¢ bloqueado pelos
inibidores da acdo do NO. Este fenomeno pode envolve ativagdo da bomba Na + /K + , ou de
canais de potassio ATP-sensitivos ou ativados por Ca ++ na membrana das células musculares
lisas vasculares, ou ainda mediado pela ativagdo de canais de K + na musculatura lisa vascular

e diminuindo a concentragao de Ca 2+ no interior dessa musculatura (BATLOUNI, 2001).
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Figura 2. Mecanismo de acio do oxido nitrico

A figura representa o relaxamento da célula muscular lisa vascular como resultado da agao
direta de substancias que estimulam a inibi¢do do mecanismo contratil, como, por exemplo, via
ativagdo da GC, tendo como resultado a formagdo dos nucleotideos ciclicos GMPc, que
consequentemente ativam as proteinas cinases PKG e PKA. Estas promovem reducdo da
concentracdo intracelular de Ca®, via ativagdo de canais de K presentes na membrana
plasmatica, inibi¢io da liberagio de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico via receptor de IP,
inibi¢do direta dos canais para célcio operados por voltagem, ativagdo das Ca®~ ATPases
presentes na membrana do reticulo sarcoplasmatico e na membrana plasmatica e aumento da
atividade da miosina fosfatase promovendo, assim, o relaxamento vascular. Sinal positivo
indica estimulagdo; sinal negativo indica inibicdo; AMP, adenosina monofosfato; ATP,
adenosina trifosfato; 3°,5’-cAMP adenosina monofosfato ciclico; GC, guanilil ciclase; GMP,
guanosina monofosfato ; 3°,5’-cGMP, guanosina monofosfato ciclico; IP 3 R, receptor de IP 3
; MLCK, cinase de cadeia leve da miosina; 2+ PDE, fosfodiesterase; NO, 6xido nitrico, PMCA,
Ca’" -ATPase da membrana plasmatica; SERCA, Ca -ATPase do reticulo sarcoplasmatico; RS,
reticulo sarcoplasmatico; sGC, guanilil ciclase soluvel; VOCC, canal para Ca operado por
voltagem; PKG, proteina cinase G; PKA, proteina cinase A; Fonte: Adaptado de Akata (2007).
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Figura 3. Ativacido dos Fatores Relaxantes Derivados do Endotélio

Mediadores neurohumorais ativando receptores que aumentam os FrDE, fatores relaxantes
derivados do endotélio; Ach, acetilcolina; AA, 4acido araquidonico, AVP, arginina
vasopressina; E, epinefrina; NE, norepinefrina; ADP, adenosina difosfato; 5-HT, serotonina (5-
hidroxitriptamina), receptor serotoninérgico; M, receptor muscarinico; o, receptor adrenérgico;
H, receptor histaminérgico; VP, receptor vasopressina; B, receptor quinina; P, receptor
purinérgico; VEGF, fator vascular de crescimento endotelial.  (Adaptado de VANHOUTTE
et. all., 2008).
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Em condicdes fisiologicas os mediadores humorais ativam receptores nas células
endoteliais da musculatura lisa e favorecem o aumento dos FRDE, provocando assim,
vasorrelaxamento, sendo promovido principalmente pelo 6xido nitrico. A biossintese do NO, ¢
feito pela NO sintase endotelial (NOSe), que ¢ ativada principalmente pelo aumento na
concentragido de Ca*” (ALDERTON et. all., 2001).

Em condi¢des patologicas, como na hipertensdo arterial, pode haver uma atenuacao dos
efeitos vasodilatadores do endotélio. Essa diminuicdo aparente do efeito vasorelaxante ¢
chamada de disfun¢do endotelial. Os mecanismos envolvidos na disfun¢cdo endotelial
encontradas na hipertensao sdo multifatoriais, contudo os seguintes mecanismos parecem esta
fortemente relacionados: 1) diminui¢do na liberagdo de NO, prostaciclinas e/ou FrDE; 2)
diminui¢do da sensibilidade do musculo liso ao NO e 3) disfungdo da via mediadores
neurohumorais = receptores (figura 3) (CARVALHO et, all., 2001).

Outro importante fator, influenciador da disfuncdo endotelial, capaz de contribuir para
génese da hipertensdo arterial e varias outras doengas cardiacas, seria a estimulacdo da arginase
do tipo II, uma enzima que transforma a L-arginina em uréia e L-ornitina. Estdo expressas
principalmente nas mitocondrias de células do rim, préstata, trato gastrointestinal e vasos.
Competem com a eNOS, pelo mesmo substrato, a L-arginina. Acredita-se que um desbalango
entre a expressdo e a atividade das arginases ¢ da eNOS possa ser uma das causas para a
disfuncdo endotelial, figura 4 (VANHOUTTE et. all, 2008). Diversos fatores afetam a
regulacdo da arginase, como: fatores inflamatdrios (lipopolissacarideos, fator de necrose
tumoral (TNF-a), interferon-y, interleucinas dentre outros), subprodutos do estresse oxidativo

(H20,, peroxinitrito), hipdxia, angiotensna II) (CHAGAS et. all., 2005)
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Figura 4. Modelo de disfun¢do endotelial

A esquerda endotélio normal de aorta de rato, demonstrando a L-arginina (L-Arg) transformada
em NO pela eNOS, incluindo inibicdo da LDL para oxy-LDL, o produto da rea¢do de L-
citrulina (L-Cit) inibe a formacdo de arginase II (Aall). A direita, endotélio de aorta com a
acumulagdo de oxy-LDL, competidor da NO sintase, que nesta condicdo faz a NO sintase
produza anions superdxido (O,-), que em reagdo com LDL, ird ser convertido em arginase do
tipo II. Posteriormente o aumento do oxy-LDL, facilita a dissociagdo de eNOS e reduz a
expressao génica do NO. (Adaptado de VANHOUTTE et. all., 2008).

2.2 Plantas medicinais com acio sobre o Sistema Cardiovascular

As plantas com compostos bioativos sobre o sistema cardiovascular, com potencial
efeito bioldgico, em especial o efeito hipotensor, que age produzindo vasorrelaxamento ou
ainda, diminuindo o efeito de contratilidade da musculatura lisa vascular, a partir de
investigagdes dos constituintes quimicos presentes nas plantas (REIS, 2015).

Virias drogas foram descobertas a partir do isolamento de constituintes quimicos
provenientes de produtos naturais com agente medicinal no sistema cardiovascular, como
digoxina da planta Digitalis lanata por Claude-Adophe Nativelle, atropina (antagonista
muscarinico) da planta Atropa belladonna descoberta por Mein em 1831, a cafeina obtida por
Runge em 1820 da Coffea arabica, sendo espécies que tem uso clinico até os dias atuais
(FIGUEIREDO et al., 2007). A medicina tradicional fez uso deste potencial biologico
encontrado nas mais diversas plantas, para o tratamento de varias doencas do sistema

cardiovascular (CALIXTO E SIQUEIRA JR., 2008).
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A grande maioria dos estudos realizados in vitro busca explicagdo dos mecanismos de
acao dos compostos quimicos das plantas, utilizando anéis de aorta ou artéria mesentérica, pré-
contraida com fenilefrina, vasoconstritor com mecanismo de a¢do conhecido, e a partir desse
efeito se utiliza os compostos quimicos, isolados ou ndo, originados a partir da planta escolhida
(SLISH, 1998).

Espera-se que os constituintes quimicos presentes nas plantas estejam relacionados ao
controle da pressdo arterial alta ja instalada ou ainda na preveng¢do de sua elevagao.
Especificamente, tem-se o tratamento nao-farmacoldgico ou ainda mudangas no estilo de vida
como principal medida no tratamento da hipertensdo, salvo os casos graves de hipertensdo ou
quando a doenga compromete 6rgdos-alvo, ¢ imperativo o uso de medicamentos (OLIVEIRA;
ARAUIJO, 2007).

As plantas medicinais com efeito no sistema cardiovascular, ndo ¢ exclusivo deste
sistema. Haja vista que no extrato ou 6leo essencial, tem-se a presenca de varios compostos
quimicos com efeitos diversos em varios outros 6rgaos, como por exemplo a Curcuma longa,
que além de efeito vasorelaxante, tem efeito anti-microbiano, hepatoprotetor, hipoglicemiante,
neuroprotetor e anti-hemolitico (ADARAMOYE et al., 2009). Outra planta com efeito no
sistema cardiovascular, o género Passiflora esta presente em vérios paises como India, México,
América do Sul, Itdlia e Argentina, em especial Passiflora nepalensis, bastante utilizado na
medicina folcldrica para hipertensdo e inflamacdo (PATEL et al., 2010). Neste contexto,
algumas plantas da Bolivia, como Bactaris genistelloides (carqueja) também ¢ utilizada no
combate a hipertensdo e diabetes (MACIA et al., 2005).

Sdo muitas as plantas com atividade no sistema cardiovascular, estas contem
metabolitos secunddrios que promovem relaxamento vascular e outros efeitos organicos. O
efeito vasorelaxante foi significativo quando comparado com aquele provocado pela

acetilcolina (vasodilatagdo endotélio-dependente). A fim de avaliar o efeito vasorelaxante de
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plantas medicinais, Slish (1998) e Ibarra-Alvarado (2010) realizaram ampla pesquisa através

de ensaios in vitro e identificaram vérias espécies com esta atividade (Quadro 1).

Quadrol. Nome botanico da planta, utilizagao e autor.

Cupania belinesis
Chamguava gentlei
Alseis yucantanesis

Planta Utilizacao Autor
Dalberbia glabra vasorelaxante Slish (1998)
Trichiliahavanenis
Phytolaccarivinoides
Burserasimaruba

Agastache mexicana
Chenopodiummurale
Chirantodendronpentadactyl
on
Dracocephalummoldavica
Psittacanthuscalyculatus
Prunusserotina
Psittacanthuscalyculatus
Sechiumedule
Solanumrostratum

doencas cardiacas
anti-hipertensiva e antidiarréica
doengas cardiacas e nervosas
doencas cardiacas
anti-hipertensivo

antiarritmico

anti-hipertensivo
anti-hipertensivo
anti-hipertensiva e antidiarréica

Ibarra-Alvarado (2010)

Diversos relatos sao encontrados na literatura sobre plantas com acdo sobre o sistema

cardiovascular, entretanto, com Calycophyllum spruceanum, nao foi encontrado estudos que

avaliasse o efeito vasorelaxante desta planta sobre o sistema cardiovascular. No entanto a Alsei

syucatanensis pertencente a mesma familia e subfamilia de Calycophyllum spruceanum, foi

realizado um trabalho com anéis de aorta de ratos e verificou-se alta capacidade de relaxamento,

indicando que esta planta pode apresentar também esta atividade (SLISH, 2004).

2.3 Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum

Calycophyllum spruceanum pertence a familia das Rubiaceae, sendo mais concentrada

na regido dos tropicos. E uma espécie natural da regido amazdnica, conhecida no Brasil como
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pau-mulato, pau-mulato-de-varzea, escorrega-macaco e pau-marfim. No Peru, ¢ conhecida
como capirona, caprina de bajo ou capirona negra (SANTOS, 2016).

A familia Rubiaceae esta dividida em quatro subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae,
Antirheoideae e Ixoroideae. No entanto, mais recentes estudos sugerem que podem ser
divididas em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideac e Ixoroideac. A espécie
Calycophyllum spruceanum ¢ pertencente a subfamilia Ixoroideae, ao género Condamineeae
(MARTINS, 2015).

E uma espécie natural da regido amazonica e também encontrada na Bolivia, Coldmbia,
Equador e Peru. No Estado do Acre ¢ encontrado em zonas de capoeiras altas ou inundéveis,
campos de pastagens e areas degradadas (ALMEIDA, 2003). E uma arvore densa (0,78 g/cm®),
atinge entre 20 e 35 m de altura, 0,7 4 1,8 m de altura do peito, didmetro da copa entre 4 ¢ 5 m,
com tronco retilineo, casca fina de coloragdo esverdeada a qual se torna marrom ou castanho-

maduro quando madura (SANTOS, 2016).

2.3.1 Composicdo quimica da Calycophyllum spruceanum

Esta ampla familia ¢ composta de classes de metabolitos secundarios com alto potencial
farmacoldgico. Estdo presentes iridoides, antraquinonas, triterpenos e alcaldides indole. Outros
constituintes como os flavondides também estdo presentes, além de derivados fendlicos e
terpenodides. Especificamente na Calycophyllum spruceanum foram isolados, de casca e galhos,
os seguintes constituintes quimicos a-felandreno, acetato de hexila, p-cimeno; limoneno; [5-
ocimeno; cis-6xido de linalol (furandide); trans-6xido de linalol (furandide); linalol; nonanal;
hexanoato de butila, a-terpineol, 2-metilburanoato de hexila; p-anisaldeido; safrol; hexanoato
de hexila; f-cariofileno, (E,E)-a-farmeseno; dilapiol (ZULETA et al., 2003; ARAUIJO et al.,

2007).
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Dentre os compostos fenolicos, em especial o acido clorogénico, tem indicado ter
potencial atividade bioldgico antioxidante e efeito hipotensor (MAGRINI, 2016).

Os compostos fenodlicos produzem os derivados do 4cido clorogéncico, que abrangem
compostos a partir da esterificacdo do 4cido quinico. Constituindo um grupo de cinco principais
compostos  fendlicos (dcido cafeoilquinico, 4cido cafeoilferuloilquinicos, &cidos p-
cumaroilquinicos, acidos feruoilquinicos e acidos dicafeoilquinicos) que tem agdo hipotensora no
sistema cardiovascular, figura 5 (GARABONE; ROSA, 2000; SUZUKI et al., 2006; MAGRINI,

2016).
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Figura 5. Férmula estrutural do acido 5-CQA (4cido 5-cafeolquinico) e dos 4cidos que
compdem os CGAs (4cidos clorogénicos) (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

A implicacdo do acido clorogénico na prevencao de doencas cardiovasculares ainda nao
estd bem esclarecido, sendo verificado que este reduziu a pressao arterial em ratos hipertensos
geneticamente, sendo esta agdo dependente do endotélio. Os mecanismos envolvidos ainda nao
foram totalmente elucidados, contudo, parece estar envolvido com o aumento da bioviabilidade

do 6xido nitrico, um potente vasodilator. Acredita-se que tenha uma agao protetora sobre 6xido
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nitrico sintetase endotelial (eNOS), ja que o efeito hipotensor em animais geneticamente

hipertensos foi inibido quando tratados com inibidores da NOS (SUZUKI, 2006).

2.3.2 Etnofarmacologia da Calycophyllum spruceanum

Calycophyllum spruceanum ¢ tradicionalmente utilizada para o tratamento de diversas
doengas da pele entre outras, incluindo micoses, influenza, diversas infecgdes, cancer e outras
doengas tipicas da “Amazonia legal”, incluindo Brasil, Peru, Bolivia e Colombia (ZULETA et
al., 2003). No Brasil, também ¢ utilizada para o tratamento de doencas estomacais, tumores e
inflamagdes do utero (SANTOS et al., 2016).

Quanto ao efeito fotoprotetor, acredita-se que este deve-se a presenca de flavonoides e
taninos presente nesta espécie, responsavel por altas taxas de absortividade, resultando em fator
de protecao solar mais efetivo (MELO, 2015).

Muito se tem estudado sobre o efeito antioxidante desta espécie e verificou-se que as
espécies reativas de oxigénio podem causar danos oxidativos em reagdes com quase todas as
moléculas. Participando da patogénese de varias doencas como cancer, aterosclerose e
hipertensdo. Em geral a presenca de polifenois, presente na Calycophyllum spruceanum parece

esta relacionada ao potencial antioxidante (VARGAS et al., 2016)

2.3.3 Atividades biologicas da Calycophyllum spruceanum

A principal agdo biologica conferida aos constituintes quimicos mais estudados da
Calycophyllum spruceanum que sdo os metabolitos, tanino e fenois, estdo relacionados ao
retardo do envelhecimento celular e fotoprotecao por acdo antioxidante (SANTOS et al., 2016).

Em outro estudo, foi isolado o constituinte quimico (3-(4,5-dimetiliazol-2ul)-2,5-difenil
bromide de tetrazoline), e verificado atividade contra a leishmania. Também avaliado atividade

antimalarial in vivo, o que determinou a supressdo em 4 dias, e antibacteriana contra
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Mycobacterium tuberculosis mostra-se como promissor para o tratamento (MOREIRA et al.,

2015).

2.4 Consideracoes sobre variaveis relacionadas a hemodinamica sistémica

2.4.1 Taxa de variacio de pressdo no tempo (Dp / Dt)

A Dp/Dt, também intitulado de primeira derivada temporal da pressao ventricular, ¢ um
dos parametros mais utilizados para avaliacdo da fun¢do ventricular esquerda (BARGIGGIA,
1989; OKOSHI, 1995). Reflete o recrutamento méaximo de miofibrilas na fase de contragdo
isovolumétrica ventricular, ou seja, quando ambas as valvulas mitral e adrtica encontram-se
fechadas (CASTILLO;HERSZKOWICZ, 2011).

A fase de contragdo isovolumétrica é fase em que os ventriculos estdo se contraindo,
mas ainda ndo ocorreu o esvaziamento, portanto esta submetido a altas pressdes, haja vista, que
imediatamente antes de ocorrer a contracao isovolumétrica, os ventriculos estavam submetidos
a baixas pressoes (GUYTON; HALL, 2011). O gradiente criado entre o periodo que antecede
a fase contracdo isovolumétrica e a contragdo propriamente dita, pelo tempo gasto ¢
denominado de Dp/Dt (CASTILLO;HERSZKOWICZ, 2011). A Dp/Dt maxima ocorre devido
as mudancas de pressdo na camara interna do ventriculo esquerdo, influenciadas diretamente
pelo volume de sangue e abertura ou fechamento da vavula adrtica, conforme demonstrado na

Figura 6.

Eco Figura 6. ECG - eletrocardiograma,

AoP - pressdo aortica, LVP - pressao
ventricular esquerda. A Dp/Dt
maxima relaciona-se com a fase de
enchimento maximo do ventriculo
esquerdo levando ao aumento de
pressdo interna. A linha tracejada

Dp/Dt Maxima

Instante em que .
ocorre abertura mostra o instante em que a LVP

da valvula aértica

excede a AoP e ocorre a Dp/Dt
Maxima. (Adaptado de HAMLIN;
RIO, 2012).
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Na década de 60 e 70, este indice foi largamente utilizado para avaliar a capacidade
indtropica do coragdo, contudo esta varidvel parece ter aplicagao pratica limitada (OKOSHI et
al., 1999). O inotropismo representa a for¢a de contracao exercida pelo coragdo em relagdo aos
valores previstos. Assim, quando o coragdo interage com as mais diversas drogas o seu
desempenho pode alcangar valores além ou aquém do previsto. Diz-se que o inotropismo foi
positivo ou negativo quando a desempenho aumenta ou diminui, respectivamente, em relacao
aos parametros previstos (TORTORA, 2002; SANTOS et al., 2008).

Existem alguns fatores que podem influénciar a Dp/Dt, como a pré-carga, pds-carga e
hipertrofia miocardica (FIORETO, 1996). Contudo, experimentos tem demonstrado a
influéncia de outro fator como o mecanismo de Frank-Starling, haja vista, que nio existe
interdependéncia entre o mecanismo de Frank-Starling e a contratilidade miocardica, e portanto
as variac¢des da Dp/Dt podem estar associadas a modificagdes da pré-carga. (BRAGAGNOLLO
et al., 1992). Pré-carga ¢ considerada como sendo a pressao diastolica final, que por sua vez
estabelece relacdo direta com o retorno venoso. O musculo inicia a contragdo a partir do
estiramento provocado pela quantidade de sangue que retornou ao lado direito do coragdo, ou
seja, determinado pela pré-carga, de acordo com a Figura 7 (ROSS, 1983; GUYTON; HALL,

2011; SOLARO, 2011; AIRES et al., 2013).

NORMAL

Figura 7. PRELOAD - Pré-carga, END DIASTOLIC - Final da
diastole. As linhas diagonais representam o quanto o musculo
miocardio se contraiu diante da pré-carga normal, com contracao
sendo iniciada a partir do estiramento do ventriculo. Estabelece

relacdo direta com o volume da pré-carga (Adaptado de ROSS,
1983).

END DIASTOLE
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Em estudo realizado por Rodrigues,2008, observaram uma relagio positiva entre Dp/Dt
e fragdo de ejecdo (FE). Avaliaram que quanto maior a contratilidade do ventriculo esquerdo,
maior era a FE e consequentemente aumentava a Dp/Dt. Com isso, teoricamente, pode-se inferir
que maior contratilidade pode estar relacionado positivamente com aumento do volume
ventricular esquerdo, que gerou aumento da FE. Nesse estudo ndo foi mencionado sobre

possiveis influéncias relacionado ao mecanismo de Frank-Starling.

2.4.2 Mecanismo de Frank-Starling

O mecanismo de Frank-Starling conhecido como mecanismo cardiaco de Frank-Starling
afirma que quanto mais o miocardio se distender durante a fase de enchimento maior sera a
forca contracdo. Ou seja, quanto maior for o volume ventricular, maior serd quantidade de
sangue bombeado para aorta (GUYTON; HALL, 2011). Ou seja, o coragdo ¢ capaz de alterar
seu estado contratil dentro de uma larga escala, e variar sua capacidade de encurtar e
desenvolver tensdo, em fun¢do de seu comprimento de repouso (AIRES et al., 2013).

Teoricamente, aumentos de volume ventricular provocam aumentos de pressdo
intraventricular e, portanto maior quantidade de sangue bombeado. A Figura 8, expressa este evento,

demonstrando o gradiente de pressdo gerado entre a didstole e a sistole (JOHNSON, 2000).

sistélica

Figura 8. Representagao
esquematica da preparacdo de
coracao de sapo utilizada por Otto
Frank, para demonstrar as
Press&o relagdes entre a forca da contragao
gerada . .
ativamente va e o volume diastolico final do
ventriculo. A medida que o
volume diastélico aumenta tem-se
um incremento na  pressdo
(Adaptado de JOHNSON, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico de C. spruceanum (EHCSF) sobre o

sistema cardiovascular de ratos normotensos.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar por meio de abordagens experimentais, in vivo, os efeitos do extrato
hidroalcoodlico da espécie Calycophyllum spruceanum, na pressao arterial, frequéncia cardiaca,
pressdo do ventriculo esquerdo, volume do ventriculo esquerdo, pressao venosa central e Dp/Dt

em ratos normotensos;

3.2.2 Analisar in vitro os efeitos do extrato hidroalcodlico da espécie Calycophyllum

spruceanum sobre a contratilidade de preparacdes de aorta isolada de ratos normotensos;

3.2.3 Analisar in vitro as possiveis vias farmacologicas de redug¢do do percentual de

contracdo do extrato hidroalcodlico da espécie Calycophyllum spruceanum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extrato Vegetal
Foi utilizado extrato hidroalcoolico de folhas da espécie Calycophyllum spruceanum
com excicata depositada Herbario da Universidade Federal do Acre com niimero 20307, cedido

pelo laboratorio de Fisiofarmacologia da Universidade Federal do Acre - UFAC.

4.1.2 Secagem e Trituracio

O material vegetal fresco (folhas) foi seco em estufa a 45 °C e posteriormente triturado
em moinho tipo ldmina, no Laboratorio da Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL) da
Universidade Federal do Acre. Foi realizada a pesagem do material antes e apo6s cada

procedimento precedente a extracdo. Também foi feita a pesagem do extrato apos liofilizado.

4.1.3 Extracao

Os extratos hidroalcoolicos de Calycophyllum spruceanum, folha (EHCS ), foram
elaborados através do método de percolacdo, onde o material foi imerso em solvente extrator
hidroalcoodlico a 70% (setenta por cento), com volume suficiente para cobrir o material vegetal,
em recipiente fechado por 72 (setenta e duas) horas a temperatura ambiente, sendo que a cada
24 horas realizou-se a filtragem do extrato e novamente acrescido solvente ao material vegetal.
Ao fim das 72 horas o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a 45°C. Ao final da

evaporac¢do o material foi liofilizado e mantido sob refrigeracdo (RODRIGUES et. al, 2011).
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4.2 Animais

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar machos, de 2 a 3 meses de
idade, pesando entre 200 e 350 g, proveniente do biotério da Universidade de Fortaleza
(UNIFOR) e Universidade Federal do Ceara (UECE), manipulados de acordo com os padroes
estabelecidos pelo Comité de Etica no Uso de animais da Universidade Federal do Acre,
experimentos in vitro com Registro n*78/2015, e Comité de ética para uso de animais da
Universidade Estadual do Ceard, experimentos in vivo, sob processo de numero
23107.015630/2015-81. Os animais foram mantidos sob condi¢des constantes de temperatura
(21 £ 1°C) em um ciclo claro-escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 hs), e com livre acesso a comida
e dgua. Todos os procedimentos usados no presente estudo foram conduzidos de acordo com
as orientagdes ¢éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal —
CONCEA, seguindo a Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos - DBCA dos principios éticos de experimentacdo animal, a fim de
minimizar o sofrimento dos animais e usar somente o nimero necessario de animais para obter-
se resultados confidveis. Todos os sais e reagentes a serem utilizados sdo de pureza analitica e

foram obtidos da Sigma-aldrich (Saint-Louis, MO, USA).

4.3 Avaliacio da toxicidade aguda oral

A avaliagdo da toxicidade aguda oral foi realizada de acordo como previamente descrito
(VALADARES, 2006, OECD, 2001) com a finalidade de avaliar o efeito dos extratos da folha
de Calycophyllum spruceanum sobre os parametros fisiologicos comportamentais. Foi
administrada a dose de 2000 mg/kg e na auséncia de letalidade ou toxicidade, foi administrada
a dose de 5000 mg/kg. O grupo controle recebeu solugdo salina 0,9% (v.0.). Os animais foram
observados durante os primeiros 180 minutos. Apos as trés horas de observacdo, os animais

voltaram a receber ragdo e 4gua e foram observados a cada 12 h durante 3 dias. Os parametros
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comportamentais observados foram: aten¢do, alerta, analgesia, atividade motora espontanea,
locomogdo, sedacdo, mic¢do, diarreia, convulsdo, coma e morte, descritos por Almeida et al
(1999). No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose toxica de
anestésico.

4.4 Solucoes utilizadas

Todas as solugdes foram aeradas com uma mistura carbogénica contendo concentragdes
de 95 % de O, ¢ 5 % de CO, e mantidas a 37 °C (pH = 7,4). No preparo do KCI (80 mM) e KC1
(20 mM), manteve-se a mesma composicao do restante da solugdo. As concentragdes abaixo
sdo para pregacdes de 1 litro.

QUADRO 2. COMPOSICAO DA SOLUCAO KREB'S HENSELEIT. GUEDES ET AL., 2004.

Substancia Nome Concentracio (mM)
NaCl Cloreto de Sodio 114
NaHCO3 Bicarbonato de Sodio 25,0
KH,PO4 Fosfato de Potassio 1,2
CaCl,.2H,0 Cloreto de Calcio 2,7
KCl1 Cloreto de Potassio 4,9
MgS04.7H,0 Sulfato de Magnésio 0,58
Glicose 11,1

QUADRUO 3. Composi¢ao da solugao KCIl 20 mM. Adaptado de Tanaka et al., 1999.

Substancia Nome Concentracio (mM)

NacCl Cloreto de Sodio 114,64

NaHCO3 Bicarbonato de Sodio 25,0

KH,POy4 Fosfato de Potassio 1,2

CaCl,.2H,0 Cloreto de Calcio 2,7

KCl Cloreto de Potassio 20

MgS04.7H,0 Sulfato de Magnésio 0,58

Glicose 11,1
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Quadro 4. Composicao da solucdo de KC1 80 mM. Adaptado de Tanaka et al., 1999.

Substancia Nome Concentracio (mM)
NacCl Cloreto de Sodio 114,64

NaHCO3 Bicarbonato de Sodio 25,0

KH,POq4 Fosfato de Potassio 1,2

CaCl,.2H,0 Cloreto de Calcio 2,7

KCl Cloreto de Potassio 80

MgS04.7H,0 Sulfato de Magnésio 0,58

Glicose 11,1

As solugdes estoques (cloridrato de I-fenilefrina, cloridrato de acetilcolina, L-NG-metil-
nitroarginina, heparina sédica, atropina e pentobarbital) foram dissolvidas em 4gua destilada,
com excessao da Indometacina que foi dissolvida em Bicarbonato de Sodio a 5%.

O extrato hidroalcodlico da Calycophyllum spruceanum foi dissolvido em agua

destilada.

4.5 Protocolos Experimentais

4.5.1 Hemodinamica Sistémica

Para os experimentos in vivo foram monitoradas as seguintes varidveis fisiologicas:
pressdo arterial (PA), pressao arterial média (PAM), pressao venosa central (PVC), frequéncia
cardiaca (FC), pressdo do ventriculo esquerdo (PVE), volume ventricular esquerdo (VVE) e
débito cardiaco (DC). O unico valor calculado foi a resisténcia vascular periférica (RVP),
obtido por meio da divisao da PAM pelo DC.

Antes do procedimento experimental, os animais foram anestesiados com pentobarbital

(50 mg/Kg) por via intraperitoneal e quetamina (20 mg/Kg) por via intramuscular
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(SCHANAIDER e SILVA, 2004). Apds avaliada a profundidade anestésica, as regides cervical
ventral e abdominal dos animais foram tricotomizadas para o procedimento cirtrgico.

A traquéia foi exposta por meio de uma incisdo sagital mediana na regido cervical
ventral e realizada uma traqueostomia com um tubo de polietileno (PE-240) para controle da
ventilagdo e succdo de secregdes respiratorias. A veia jugular interna esquerda, depois de
localizada, ¢ devidamente cateterizada com um tubo de polietileno (PE-10). Ao ser identificado
o feixe vasculo-nervoso, a artéria cardtida e o nervo vago comum siao cuidadosamente
separados evitando qualquer tipo de injuria, em seguida a artéria carotida ¢ cateterizada com
um transdutor de pressdo sanguinea (SP844, MEMSCAP) acoplado a um sistema de aquisi¢ao
de dados (Powerlab, ADInstruments, Sidney, Australia) para monitoriza¢ao continua da PAM,
FC, PVC, PVE e VVE. Todo procedimento acima descrito estd esquematizado na figura 9.

Para o procedimento de cateterizacdo dos vasos (veia femural), foram confeccionados
canulas de polietileno (PE-10) de tamanho aproximado de 3,5 cm, inserida em uma canula de

maior calibre (PE-50) de 12 cm de comprimento, afim de infundir o composto estudado.

ANESTESIA TRICOTOMIA CANULAGAO TRAQUEIA

CATETERIZAGAO CATETERIZAGAO
VEIA JULGULAR ARTERIA FEMURAL
ARTERIA CAROTIDA VEIA FEMURAL

Figura 9 — Procedimento utilizado nos experimentos in vivo.
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Apos a cateterizacdo de artérias e veias, conforme descrito na figura 10, aguardava-se a
estabilizagdo do animal por 5 &4 10 min e iniciava-se a administragdo das doses crescentes do
EHCSF (2, 4, 6, 12, 20, 40, 60 e 120 mg/Kg) através da veia femural. A cada dose era
monitorizado as variaveis hemodinamicas: PA, PAM, PVC, FC, PVE e VVE. A monitorizagao
era realizado através de transdutores acoplados a artéria carotida, artéria femural e veia julgular,

conectados a um computador com software Powerlab, ADInstruments.

Administragao das doses X
( 2. 4.6 12, 20, 40, 60 o H ESTABILIZAGAO ]

L 120 mg/Kg) 5410 min.
TRANSDUT~OR
DE PRESSAO
8 o carorica) _@-
- & TRANSDUTOR
e PRESSSLLC()) Power lab
‘ VOLUME Ad instruments
(L _______\=
TRANSDUTOR
» DE PRESSAO

Figura 10 — Procedimento de aquisi¢do de dados.

4.5.2 Avaliacao do efeito vasorrelaxante em anéis isolados de aorta

Ratos Wistar machos (200-350g) foram sacrificados em camara de CO,, logo em
seguida exsanguinado e realizado a retirada da aorta toracica, através de incisdo mediastinal.
Imediatamente foi imerso em solugdo Krebs- Henseleit (mM): NaCl (114) ; KCI (4,9) ; CaCl,
(2,7); MgS04.7H,0 (0,58); NaHCO; (25), KH,PO4 (1,2), Glicose (11) e mistura carbogénica
(5% CO; , 95% 0O, ), para limpeza e retirada de tecido conectivo e posteriormente segmentada
em anéis de 4 4 5 mm, fixados em ganchos de aco inoxidavel, figura 11. Apds este procedimento

os ganhos eram submersos em banho de 6rgdos de 5 mL contendo solugdo Krebs- Henseleit;
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previamente aquecido (37 °C) em mistura carbogénica conectada a um transdutor de forga
(Panlab TRIP 202P, Barcelona, Espanha) sob a tensdo de 1g, registrada através de um sistema
de aquisi¢ao de dados (PowerLab 8/30, AD Instruments), figura 12. Foram utilizados como
agente contraturante: fenilefrina (FEN, 0,1uM). Para retirar o endotélio, a camada intima foi
atritada através de um fio de aco de 3 mm e posteriormente, verificado através da adi¢do de
acetilcolina (Ach, 0,1uM) no plato da contracdo induzida por FEN.

Foram considerados com endotélio (E+), os anéis com relaxamento superior a 30%
sobre a pré-contracdo com FEN. J4 os anéis com relaxamento inferior a 10% foram
considerados sem endotélio (E-) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamento
entre 10 e 30% foram descartados.

Apbs o periodo de estabilizacao por 1 hora, com lavagens a cada 15 minutos, os anéis
foram contraidos e no platd da contra¢do induzidos por PHE, foram obtidas curvas de
relaxamento concentragdo-resposta nas doses de 2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL para o extrato
hidroalcéolico de Calycophyllum spruceanum (EHCS) na presenga e auséncia dos
bloqueadores L-NAME (metil ester de L-nitro—arginina), atropina, indometacina, KCl 80 mM

e KCI 20 mM.

EXSANGUINACAO
ANIMAL

FIXACAO EM GANCHOS SECQAO AORTA
ACO INOXIDAVEL ANEIS 4-5 mm

Figura 11 — Procedimento de retirada, seccdo e fixa¢ao de anéis de aorta toracica. A fixacao de
cada anel era realizada entre dois ganhos de ago inoxidavel no formato de um tridngulo.
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§s

REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA
FIXAGAO DA HASTE AO TRANSDUTOR

- - - voN ‘«." :_' f. A
- - *-:- - I A
: ~ F—1 = g;i_..i |

OBTENGAO DE CURVAS
TENSAO DE ANEIS DE AORTA

AQUISICAO DE DADOS

Figura 12 — Procedimento de fixagao e aquisi¢do de dados. Apds a fixacdo dos anéis de aorta
toracica aos ganhos triangulares. A extremidade de um dos ganhos era fixado 4 uma haste fixa
e a outra extremidade fixa ao transdutor, para registro da tensao.

4.5.3 Curva concentrac¢io-resposta para a EHCSy em anéis isolados de aorta de rato

Apo6s um periodo de estabilizacdo de 60 min, foram induzidas duas contra¢des similares

com 0,1 uM de Fenilefrina (FEN) e apds a estabiliza¢do da segunda contragdo (5 &4 10 min.),

concentragdes crescentes do EHCS (2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL) foram adicionadas a cuba (5 mL)

de maneira cumulativa na fase tonica, tanto em anéis com E+ quanto E- (Figura 13). O valor da

concentragdo inibitéria de 50% do efeito (ECsg) foi obtido como descrito na analise estatistica.
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Com endotélio

Ach EHC:,SF
0.1 uM Zug/mL
Lavagem

140 pgimL

Estabi lzagac

1h t T

Fen Fen
0. 1uM 0,1uM

Sem endotélio

Ach

0,1 uM EHCSF

2ug'mL

Lavagem

70 pgimL

A\ §

E-staviizagao 140 parmL

Fen Fen
0. 1uM 0, 1M

Figura 13. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdo crescente da EHCS (Extrato hidroalcéolico da Calycophyllum spruceanum) (2,7,
20, 70 e 140 pg/mL) em anéis com endotélio (A) e sem endotélio (B) isolados de aorta de rato
pré-contraido com 0,1 uM de FEN. (L= lavagem)
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4.5.4 Verificacdo da participacio do oxido nitrico na resposta relaxante induzida

pelo EHCS em anéis isolados de aorta de rato

Apods a verificardo da integridade do endotélio, como descrito no tem 4.5.2, as
preparagdes foram incubadas com L-name (100 uM), um inibidor do Oxido nitrico sintase
(MONCADA, 2006). Ja estd bem reportado na literatura modelos de indu¢@o a hipertensao
realizados com tratamento com N-nitro-L-arginina-metil-ester (L-name), devido a sua agao
como potente inibidor da NOS (MONCADA et al., 1988; RAMOS et al., 2006). Apds 30 min,
foi induzida uma nova contra¢do tonica com FEN (0,1uM) e em seguida, realizado a curva
concentragdo-resposta para EHCS, conforme representado na Figura 14. A resposta obtida apos

a adicdo de L-name em anéis com E+, foi comparada com a resposta na auséncia do inibidor.

Ach EHCSF
0,1 pM 2pug/mL

Lavagem 20 pg/mL

70 pg/mL
A 140 pg/mL
Estabiliza(;éo v

o 1 f

Fen L-NAME 100 uM (30 min.) Fen
0,1uM 0,1uM

Figura 14. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdo crescente do EHCS em anéis isolados de aorta de rato pré-contraido com 0,1
uM de FEN. Antes da segunda contragdo induzida pela FEN foi incubado, L-name.

4.5.5 Verificacio da participacio muscarinica na resposta relaxante

induzida pelo EHCS em anéis isolados de aorta de rato

Apds a verificardo da integridade do endotélio, como descrito no tem 4.5.2, as
preparacdes foram incubadas com atropina (1 puM), que tem agdo antagonista de receptores

muscarinicos ndo seletivos (MOREIRA, 2010). Para verificar a participacao desses receptores
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no relaxamento induzido pelo EHCSy foi utilizado atropina, que quando ativados produzem
vasorrelaxamento dependente de endotélio, induzindo aumento na [Ca2+]i, promovendo a
formagao e liberagdo de fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) (MONCADA et al.,
1991;MONTEIRO, 2009). Apds 15 min., foi induzida uma nova contragdo tonica com FEN
(0,IuM) e em seguida, realizado a curva concentracdo-resposta para EHCS, conforme
representado na Figura 14. A resposta obtida ap6s a adigdo de atropina em anéis com E+, foi

comparada com a resposta na auséncia do inibidor.

Ach EHCSF
0.1 uM 2pg/mL

Lavagem

70 pg/mL
Y 140 pg/mL
Estabilizacéo v

| bt 1

Fen ATROPINA 1uM (15 min.) Fen
O,1uM O, 1M

Figura 15. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdo crescente do EHCS em anéis isolados de aorta de rato pré-contraido com 0,1
uM de FEN. Antes da segunda contragdo induzida pela FEN foi incubado, Atropina.

4.5.6 Verificacdo da participacio das prostaglandinas na resposta relaxante

induzida pelo EHCS em anéis isolados de aorta de rato

Apoés a verificagdo da integridade do endotélio, como descrito no tem 4.5.2, as
preparacdes foram incubadas com indometacina (10 uM), um inibidor ndo seletivo da
cicloxigenase que resulta no processo final de inibigdo da contratilidade do musculo liso
vascular (BATLOUNI, 2001; LOPEZ et al., 2001). Apés 30 min., foi induzida uma nova
contracdo tonica com FEN (0,1uM) e em seguida, realizado a curva concentragao-resposta para
EHCS, conforme representado na Figura 16. A resposta obtida ap6s a adi¢do de indometacina

em anéis com E+, foi comparada com a resposta na auséncia do inibidor.
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Ach EHCSF
0,1 uM 2ug/mL

Lavagem 20 pg/mL

140 pg/mL
Estabiliza(;éo v

Fen mDOMETAcmA 10 uM Fen
0,1uM (30 min.) 0.1uM

Figura 16. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito
de concentragdo crescente do EHCS em anéis isolados de aorta de rato pré-contraido
com 0,1 uM de FEN. Antes da segunda contra¢do induzida pela FEN foi incubado,
Indometacina.

4.5.7 Verificacio da participacio dos canais de calcio operados por voltagem (VOCC’s)

na resposta relaxante induzida pelo EHCS em anéis isolados de aorta de rato

Apods a verificardo da integridade do endotélio, como descrito no tem 4.5.2, as
preparacdes foram incubadas com solu¢do de Krebs com KCI 80 mM ou KCl 20 mM, um
ativador da contratilidade do musculo liso vascular (BATLOUNI, 2001). A utilizagcdo de
solu¢cdo com alta concentracdo de KCI (20 mM ou 80 mM) impede parcialmente o efluxo de
K" e bloqueia relaxamentos mediados por abertura de canais de K (CLARCK e FUCHS, 1997).
Assim como, podem provocar vasorrelaxamento por abertura de canais de K+, que inibem
VOCC’s. Apds 30 min., foi realizada a curva concentragdo-resposta para EHCS, conforme

representado na Figura 17. A resposta obtida apds a adicdo do KCI em anéis com endotélio.

Ach EHCSF
0.1 uM 2ug/mL
A 4

Lavagem

70 pg/mL

140 pg/mL
Estabilizacéo

| 1h T T

Fen KCI 80 mM ou KCI 20 mM
0,1uM

Figura 17. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdo crescente do EHCS em anéis isolados de aorta de rato pré-contraido com 0,1 pM
de FEN. A segunda contragdo foi induzida pela incubagao, KCI 80mM ou KCI1 20mM, afim de
investigar a via farmacologica.
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4.6 Analise Estatistica

Os valores sao expressos em média + erro padrao da média. Para confecg@o dos graficos
e analise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism 6.0. As diferencas estatisticas
entre os grupos foram analisadas pela ANOVA One-way, analise de varidncia, ¢ para
comparag¢do entre dois grupos individuais foi aplicado o teste estatistico t Student ndo pareado,
considerando significativo ao nivel de 5% (p<0,05). Os valores de ECsy foram obtidos através
de regressdes ndo-lineares das curvas tragadas a partir da média percentual das respostas obtidas

com EHCS para cada experimento in vitro.
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5S RESULTADOS

5.1 Efeito da administracio endovenosa do EHCSy sobre 4 PAM de ratos wistar
normotensos

O EHCSp, reduziu a PAM para: 45,6143,46 mmHg, 37,16+1,16 mmHg e 23,2543,67
mmHg nas doses de 40mg/Kg, 60 mg/Kg e 120 mg/Kg ****p<0,0001, respectivamente versus o
controle (104,7+5,18) (Figura 18). Indicando possivel influéncia do DC e/ou RVP. Foi utilizado
analise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento comparado

com o controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05. Registro original (Figura 26).
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Figura 18. Efeito da administragdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS, sobre a PAM de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das variagdes por grupo (n=6) de
animais. **** p<(,0001 vs média do grupo controle.

5.2 Efeito da administracio endovenosa do EHCSy sobre a4 FC de ratos wistar
normotensos

A administragido do EHCSy, ndo provocou redugdo significativa da FC nas doses
estudas quando comparado ao controle (420,8+8,34 bpm) (Figura 19). Foi utilizado analise de
variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento comparado com o

controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05. Registro original (Figura 26).
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Figura 19. Efeito da administracdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS, sobre a FC de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de
animais.

5.3 Efeito da administraciao endovenosa do EHCSy sobre o DC de ratos wistar
normotensos

A administragdo do EHCSf, ndo provocou reducdes significativas no DC quando
comparado com o controle (3878+519,5 uL/min) (Figura 20). Foi utilizado anélise de variancia
(Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento comparado com o controle foi

utilizado nivel de significancia de p<0,05.

8000
Controle

2mg/Kg
4mg/Kg
6mg/Kg
12mg/Kg
20mg/Kg
40mg/Kg
60mg/Kg
EEY 120mg/Kg

6000 - -

4000~ ;
2000~

0- T = T

HEONEMEN

DEBITO CARDIACO (uL/min)

-

EHCSF mg/Kg

Figura 20. Efeito da administragdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre o DC de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de
animais.



39

5.4 Efeito da administracdo endovenosa do EHCSy sobre a RVP de ratos wistar

normotensos

O EHCSg, reduziu a RVP para: 0,23+0,02 mmHg, 0,1140,02 mmHg, 0,100,02 mmHg e
0,07+£0,02 mmHg nas doses de 6 mg/Kg (*p<0,05), 40 mg/Kg, 60 mg/Kg e 120 mg/Kg
(****p<0,0001), respectivamente versus o controle (0,34+0,02) (Figura 21). Foi utilizado analise
de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento comparado com o

controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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Figura 21. Efeito da administracdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre a RVP de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de
animais. *p<0,5 e **** p<0,0001 vs média do grupo controle.

5.5 Efeito da administracio endovenosa do EHCSr na PVE de ratos wistar normotensos

O EHCSg reduziu a PVE para: 48,65+5,93 mmHg, 51,05+8,85 mmHg, 64,30+8,40
mmHg ¢ 59,48+7,05 mmHg, 26,03+2,49 mmHg nas doses de 6 mg/Kg (**p<0,01), 20 mg/Kg
(**p<0,01), 40 mg/Kg (*p<0,5), 60 mg/Kg (*p<0,5) e 120 mg/Kg (****p<0,0001) (i.v.)
respectivamente vs. controle (98,53+5,39 mmHg) (Figura 22). Registro original (Figura 26). Foi
utilizado andlise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento

comparado com o controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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Figura 22. Efeito da administracdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre a PVE de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de
animais. *p<0,5, **p<0,01 e **** p<0,0001 vs média do grupo controle.

5.6 Efeito da administracio endovenosa do EHCS, no VVE de ratos wistar normotensos

A administragdo do EHCSy, ndo provocou redugdes significativas no VVE quando
comparado com o controle (133,1+2,94 ul) (Figura 23). Registro original (Figura 26). Foi
utilizado andlise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento

comparado com o controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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Figura 23. Efeito da administragdo e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre o VVE de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de
animais.
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5.7 Efeito da administracio endovenosa do EHCS; sobre a Dp/Dt de ratos wistar
normotensos

Observou-se redu¢do da Dp/Dt maxima para: 6570+601,2 mmHg/s, 6076+562 mmHg/s

e 5847+659,2 mmHg/s, nas doses de 40 mg/Kg ***p < 0,001, 60 mg/Kg ***p< 0,001 ¢ 120

mg/Kg ***p < 0,001, respectivamente vs Controle (10754+857,5 mmHg/s) (Figura 24).

Registro original (Figura 13). Foi utilizado andlise de variancia (Anova - one-way), com “n”

fixado em 6. Para cada tratamento comparado com o controle foi utilizado nivel de significancia

de p<0,05.
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Figura 24. Efeito da administra¢do e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre a Dp/Dt
maxima de ratos normotensos. As barras representam a média = EPM das varia¢des por grupo
(n=6) de animais.*** p<0,001 vs média do grupo controle.

5.8 Efeito da administracio endovenosa do EHCS; sobre a4 PVC de ratos wistar
normotensos

Nao se observou redugdes significativas na PVC nas doses utilizadas em relagdo ao
controle (4,120+1,05 mmHg) (Figura 25). Registro original (Figura 26). Foi utilizado analise de
variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento comparado com o

controle foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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Figura 25. Efeito da administra¢do e.v. aguda de doses crescentes do EHCS; sobre o PVC de
ratos normotensos. As barras representam a média £ EPM das varia¢des por grupo (n=6) de

animais.
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Figura 26. Registro original das varidveis estudas durante as doses cumulativas do EHCSg A

-PVC,B-PAM,C-PVEeD-VVE.
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5.9 Variaveis Experimentais in vitro

5.9.1 Estudos com anéis de artéria aorta toracica isolada de rato normotenso

O perfil do efeito vasorrelaxante do EHCS, em anéis de aorta isolada de rato estéd
apresentado nas Figuras 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33. Na obtengdo da curva concentragdo-resposta
para a adi¢ao cumulativa do EHCS,; (2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL, n = 6), iniciavam seus efeitos
em cerca de 4 & 6 min. e continuavam relaxando, em média, por mais 8§ min. O final do
relaxamento promovido por cada uma das concentragdes, cumulativamente adicionadas, era
marcado por uma estagnacao descrita graficamente por um segmento de reta em um mesmo

nivel por em média, 3 minutos.

5.9.2 Efeito relaxante do EHCSy sobre contrac¢des induzidas por FEN (0,1 pM)
anéis de artéria aorta de ratos normotensos na presenc¢a e na auséncia de
endotélio funcional

Em anéis de aorta com endotélio intacto (controle) pré-contraidos com FEN (0,1 pM),

EHCS: (2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL, n = 6) induziu efeito significativo (p<0,05) com efeito
relaxante ¢ ECso = 1,10+0,21 pg/mL, em anéis com endotélio. Os efeitos vasorrelaxantes
ocorreram de maneira dependente do endotélio (Figuras 27). Foi utilizado analise de variancia
(Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento foi utilizado nivel de

significancia de p<0,05.
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5.9.2.1 Efeito relaxante da inibicio da NOs sobre a resposta relaxante

induzida pelo EHCS; em anéis de artéria aorta isolada de rato normotenso provida

de endotéliofuncional

Na presenca de L-name (100 pM), um inibidor competitivo da sintaxe do NO, a resposta
relaxante induzida pelo EHCS, (2, 7, 20, 70 e 140 ug/mL, n = 6) em anéis de aorta com endotélio
intacto pré-contraidos com FEN (0,1 uM), foi abolido. O resultado foi estatisticamente diferente
daquele observado em anéis com endotélio (ECso= 1,10+0,21 pg/mL) (Figura 28). Foi utilizado
analise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em 6. Para cada tratamento foi utilizado

nivel de significancia de p<0,05.

Figura 28. Curva

0 . concentracao-resposta do

O - EHCS: (2, 7, 20, 70 e 140
z . pg/mL) em anéis de aorta
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Log [EHCS,] pg/mL *EEEN<0,0000 vs E -
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5.9.2.2 Efeito do antagonismo dos receptores muscarinicos e COX em anéis de

artéria aorta de ratos normotensos sobre a resposta vasorelaxante induzida pelo
EHCS;
Efeito vasorrelaxante induzido pelo EHCS; (2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL, n = 6) em

anéis de aorta intactos ndo foi modificado pela pré-incubacao com 10 uM de indometacina
(Figura 29), um inibidor nao seletivo da ciclo-oxigenase (COX) (ECso= 0,7340,0,38 pg/mL),
ou com 1 uM de atropina (Figura 30), um antagonista muscarinico nao seletivo (ECsy =
0,99+0,14 pg/mL). Foi utilizado analise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em

6. Para cada tratamento foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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5.9.3 Efeito relaxante induzido pelo EHCS,; sobre contracoes induzidas por KCl

Efeito vasorrelaxante induzido pelo EHCS; (2, 7, 20, 70 e 140 pg/mL, n = 6) em
anéis de aorta toracica pré-incubados com KCI 80 mM ou KCI 20 mM, um ativador dos canais
de calcio voltagem dependente (VOCCS). As preparagdes de KC1 80 (ECsop= 2,40+0,09ug/mL)
e KCI 20 (ECsp=1,87+0,10 pg/mL) em anéis com endotélio foram estatisticamente diferentes
daqueles observados em anéis com endotélio (ECso= 1,10+£0,15 pg/mL) (Figura 31 e 32). Na
presenga de KC1 20 mM o efeito vasolexante foi significativamente maior do que o KCI1 80 mM
(p<0,01) (Figura 33). Foi utilizado anélise de variancia (Anova - one-way), com “n” fixado em

6. Para cada tratamento foi utilizado nivel de significancia de p<0,05.
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Figura 31. Curva
concentragdo-resposta do
EHCS: (2, 7, 20, 70 e 140
pHg/mL) em anéis de aorta
toracica isolada de rato
normotenso com endotélio
pré-contraido com KCI
20mM. Os valores
representados pelos pontos
expressam a média + e.p.m.
**p<0,01 vs E — presente.

Figura 32. Curva
concentragao-resposta do
EHCS; (2, 7,20, 70 e 140
pg/mL) em anéis de aorta
toréacica isolada de rato
normotenso com endotélio
pré-contraido com KCI
80mM. Os valores
representados pelos pontos
expressam a média + e.p.m.
*p<0,05 vs E — presente.

Figura 33. Curva
concentragdo-resposta do
EHCS: (2, 7, 20, 70 e 140
pHg/mL) em anéis de aorta
toracica isolada de rato
normotenso com endotélio
pré-contraido com FEN,
KCI 20mM, KCI 80mM. Os
valores representados pelos
pontos expressam a média +
e.p.m. *p<0,5 e **p<0,01 vs
FEN.
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6 DISCUSSAO

Sabendo da existéncia de estudos farmacolédgicos relatando acdo dos constituintes
quimicos da referida espécie sobre o sistema cardiovascular (efeito vasorelaxante investigado
na espécie Alseis yucatanensis da familia Rubiaceae, SLISH et al., 2004), iniciamos nossos
estudos com ensaios farmacolodgicos in vivo, afim de caracterizarmos as respostas ao EHCSg .

Nos experimentos in vivo, com animais anestesiados, verificou-se importante efeito
hipotensor. A diminui¢do da PAM ocorreu de forma significativa em relagdo ao controle. Esta
diminui¢cdo na PAM nao foi acompanhada de diminui¢do da FC, VVE e PVC. Nao havendo
portanto diferenca significativa entre os grupos tratados com EHCSg e o controle.

Varia¢des no DC podem alterar de forma direta a PA e consequentemente a PAM. Ja é
bem reportado na literatura que 4 FC e o VS, sdo grandes influenciadores do DC, entretanto,
neste estudo, pode-se inferir que a diminui¢ao da PAM ndo foi influenciada pela FC, haja vista
que ndo houve modificagdo desta varidvel nos animais testados (Figura 7). A ndo variacao da
FC mediante tratamento com EHCSg comprova que neste estudo a diminui¢do observada nos
niveis pressoricos parece nao ser devido a influéncia direta desta variavel.

No que diz respeito a FC, ja ¢ bem conhecido que o pentobarbital sédico pode aumentar
os batimentos cardiacos através de mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos. Linegar et
al., 1936 ¢ PAGE e McCublin, 1965, atribue este efeito a acdo bloqueadora parassimpatica
periférica. Barlowe e Knott. 1964, pensaram em a¢do simpatomimética. Priano et al., 1969,
somam as duas teorias anteriores, a de origem reflexa. Vale ressaltar que a FC, apesar da
elevagdo dentro dos limiares fisiologicos, além de assim se manter durante todo tempo das
abordagens de todos os experimentos, ndo sofreu modificagcdes em funcio dos tratamentos com

o EHCSg. Desta forma a FC nao influenciou a diminui¢do da PAM. Diminuig¢des na FC sdo
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melhores observadas em modelos onde se tem hipovolemia, fato este ndo estudado neste
trabalho.

Ja ¢ bem reportado na literatura que o DC tem influéncia direta sobre a PA. Sabe-se que
o DC ¢ determinado pelo produto da FC pelo VS (GUYTON; HALL, 2011; AIRES, 2013). Ja
foi constatado que ndo houve variagdo da FC. O VS ¢ determinado pela diferenca entre o
volume diastolico final e o volume sistélico final (KATZ, 2010). Neste trabalho essas varidveis
ndo foram determinadas. No entanto o VVE, representa o volume diastélico e sistolico, que,
nos experimentos realizados ndo sofreram alteragdes significativas. Em concordancia com
achados na literatura que correlacionam alteragdes nesses volumes diante de alteragdes
estruturais na parede dos ventriculos, como, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e outras
(CESARETTI, 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Ou ainda, mecanismos que alteram a pré-carga
ou pos-carga (KATZ, 2010). Eventos esses ndo constatados neste trabalho, em func¢do dos
tratamentos com EHCSg.

O DC foi mantido, compensado pela nao variacdo do RV que garantiu PVC e pressdo
atrial direita (PAD) sem alteragdo, assim como, FC, também manteve-se inalterada.

E importante ressaltar que, os mecanismos fisiologicos de compensagdo, podem
desencadear respostas reflexas diante do aumento de volumes sanguineos, nao foram ativados,
haja vista que somente sdo acionados diante de situagdes especiais como distensdo das veias
pulmonares ou ainda da parede atrial esquerda, através de receptores subendocardicos, o que
levaria a maior estimulacdo de nervos simpaticos (ramos do ganglio estrelado direito) (LINDEN
et al., 1982), aumentando assim, o inotropismo e o cronotropismo (FURNIVAL, 1971).

Pode-se ainda ter respostas reflexas relacionadas a perda de volume, como em casos de
hemorragia e choque, ou seja, qualquer condi¢do que leve a hipovolemia. Em estudos realizados
com caes anestesiados, induzidos a hipovolemia observou-se redu¢ao acentuada do RV e da

PVC com posterior diminui¢cdo do DC e da PAM (CLARK, 1992). No entanto essa reducao
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ocorreu principalmente imediatamente a inducdo da hipovolemia, perdurando até cerca de 3
minutos, sendo observado nos minutos subsequentes aumento das médias dessas variaveis, que
justificam-se devido ao importante efeito vasoconstritor ocasionado pelo efeito compensatorio
a perda de volemia, especificamente provocado pela vasoconstricdo periférica por estimulo
simpatico, principalmente da vasculatura esplénica e musculo-esquelética, além de taquicardia
e aumento da contratilidade do miocardio (NISHIMORI et al., 2006). Nos experimentos
desenvolvidos, neste trabalho, ndo houve episodios relacionados a este fato, uma vez que eram
ratos onde estava preservado o volume intravascular, justificando assim o ndo aumento da FC
e da PVC, que ndo tiveram variagdes significativas durante a fase experimental, e por assim ser,
o DC nao reduziu.

A Dp/Dt maxima ou a taxa de variacdo da pressdo pela taxa de variagao do tempo,
usualmente utilizado para avaliagdo da fungdo do ventriculo esquerdo, sendo importante
determinante da contratilidade do miocardio (OKOSHI e TUCCI, 1995; HALIN e RIO, 2012),
¢ influénciada pela pré-carga, pos-carga e hipertrofia miocardica (OKOSHI,1995).
Considerando-se que o miocardio ndo sofre alteragdes em animais normotensos (MILL e
VASSALLO, 2003), e considerando-se que a pré-carga, esta relacionada ao RV e a PVC e esté
ndo teve modificagdes significativas, provavelmente as alteragdes observadas na Dp/Dt no
protocolo in vivo ndo foi devido a estes fatores.

Considerando-se que a PVE diminuiu ndo devido a uma dilatagdo da camara cardiaca,
Jj& que os animais eram normotensos € ndo possuiam alteragdes estruturais no cora¢io, mas,
devido a diminui¢do na RVP (figura 21) nas doses ja citadas.s

Outro fato que apoia os achados de pressdo e volume neste trabalho, diz respeito a lei
da fisica em que pressdo ¢ a razdo da forga pela area. A partir dessa relagcdo entre pressao e
forca, podemos determinar condi¢des de equilibrio mecanico para sistemas envolvendo fluidos

(MOURA e AGUIAR, 2016), neste caso o sistema cardiovascular. Uma vez que a area
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manteve-se inalterada pois os animais do experimento eram normotensos € portanto nao
possuiam alteragdes estruturais na parede ventricular. Tais alteragdes estruturais na pratica estao
mais relacionadas a sobrecarga hemodinamica imposta por hipertensao arterial ou aumento de
volume (MATSUBARA et al., 2006). Portanto a PVE diminuiu e isto repercutiu na for¢a de
contragdo e consequentemente 4 Dp/Dt.

A Dp/Dt maxima ocorreria durante a sistole isovolumétrica, periodo do ciclo cardiaco,
onde as modificagdes das dimensdes do ventriculo esquerdo sdo pequenas e insuficientes para
influénciar os resultados de pressdo e volume. Esta circunstancia cria uma proporcionalidade
direta entre as dimensdes do ventriculo esquerdo (VE) e a pressdo ventricular: F=aP, onde F ¢
a forca, a diz respeito a area e P ¢ a pressao (OKOSHI e TUCCI, 1995). Se considerarmos que
as dimensdes do VE neste trabalho foram preservadas, a PVE diminuiu considerando que a
RVP caiu, levando a uma menor for¢a motriz ao vencer a resisténcia imposta ao fluxo sanguineo
e ainda a FC se manteve sem alteracdes significativas (Figura 19) pode-se dizer que estas
variaveis apoiam a diminui¢ao da Dp/Dt.

Estas alteragdes podem estar de acordo com pressupostos de fisiologia cardiaca
relacionados a Lei de Frank-Starling. Contudo, deve-se ter precaugdo ao estabelecer tal relaco.
Tucci, 1982, fez algumas consideragdes sobre este importante mecanismo, onde verificou-se
que aumentos na pressdo diastolica acompanhadas de dilatacdo ventricular provocaria um
prolongamento da contracdo, ou seja, 0s mecanismos contrateis permaneceram ativados por
mais tempo. Nesta condicdo a Dp/Dt aumentaria. Em situagdo onde ndo ocorre tal dilatagao
ventricular, como a estudada neste trabalho, pode ter ocorrido o mecanismo inverso, ou seja,
manuten¢do do didmetro ventricular associado a diminui¢do da RVP e diminui¢do de pressao
ventricular, levaria a diminui¢ao da Dp/Dt.

In vitro, foi encontrado importante efeito vasorelaxante dependente do endotélio.

Quando aplicado doses crescentes do EHCSy em anéis com endotélio funcional (Figura 27),
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pré-contraido com 0,1 uM de FEN, induziu vasorrelaxamento em anéis de aorta, com ECs, =
1,10+0,15 pg/mL. Sugerindo que este efeito causado pelo EHCS; € concentracao-dependente.

Tal efeito foi abolido apds a remocdo do endotélio e quando utilizou-se L-name
(inibidor da NOS), sugerindo que a manuten¢do do endotélio intacto ¢ essencial para a
expressao deste efeito e que parte dele ¢ dependente da NOS.

Afim de verificar se 0 EHCSy estaria promovendo vasorrelaxamento via liberagdo de
prostaciclinas (PGI,), que sdo potentes vasodilatadores, formados em células endoteliais a partir
da sequencia de reagdes enzimaticas iniciadas pela COX. O mecanismo envolve eventos que
levam a diminui¢do do [Ca2+]i e subsequentemente ativam a NOS e promovem o
vasorrelaxamento (BATLOUNI, 2001). Para avaliar esta via farmacoldgica foi utilizado a
indometacina, que ndo inibiu o vasolexamento. Nao sendo estatisticamente diferente dos anéis
com endotélio (Figura 29). Estes achados ainda ndo desabilitam a possibilidade de que outros
mecanismos vasorelaxantes dependentes de endotélio estejam envolvidos na resposta produzida
pelo EHCSE.

No que diz respeito a participacdo dos receptores muscarinicos, os achados desse
mecanismo farmacologico demonstrou que ndo houve diminuicdo significativa do efeito
vasorelaxante nos anéis com atropina (ECso= 0,99 £0,20 pg/mL) quando comparados com anéis
com endotélio (ECsp= 1,10 +0,15 pg/mL). Isso nos leva a inferir que o efeito vasorelaxante do
EHCSF ndo ocorre por esta via, nem ocorre de forma independente da NOS.

Estes dados estao de acordo com os achados de Monteiro, 2009, que utilizou os mesmos
bloqueadores (atropina e indometacina), para avaliar os efeitos do vasorrelaxamento em anéis
de aorta, ao testar a Solanum paludosum Moric.

Outros estudos, encontraram respostas similares no relaxamento do musculo liso em
artérias quanto a via dependente do endotélio, como por exemplo, Persea americana Mill

(MUSABAYANE, 2007) e Albizia inopinata (PIRES et al.,2000). Estes de forma semelhante
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ao EHCSy, tem apresentado efeito vasorelaxante em anéis de aorta dependente da liberagdo do
NO endotelial.

Estes resultados corroboram com a idéia de que o efeito vasorelaxante induzido por
EHCSg, observado in vitro, poderia ser responsavel por parte do efeito hipotensor observado
nos experimentos in vivo.

Contudo, o efeito vasorelaxante observado no experimento in vitro, persistiu mesmo
com bloqueio do L-name, atropina e indometacina. Isto levou a sugerir que outro mecanismo,
dependente de endotélio, poderia estar implicado nestes efeitos.

O Ca”" esta envolvido com vérios processos de sinalizagio celular, entre eles, participa
também na regulagdo das concentragdes de K. Canais de K" abertos por canais de célcio, sdo
altamente sensiveis as concentragdes intracelulares de Ca®” ¢ mudancas de voltagem na
membrana celular. O NO atua sobre esses canais mediando o efeito de vasorrelaxamento.
(GHATA et al., 2000).

Drogas que bloqueiem os VOCC’s podem inibir o acoplamento eletromecanico,
produzindo assim vasodilatagdo e diminuicao da pressdo arterial (McFADZEAN e GIBSON,
2002).

Sob a hipotese de que o efeito vasorelaxante do EHCSy, pudesse esté relacionado ao
bloqueio dos canais de Ca™ ou a abertura dos canais de K*, foram realizados experimentos
usando KCl, como agente despolarizante. Isto, porque KCl induz a despolarizagio por ativacao
de VOCC’s promovendo influxo de Ca*" e subseqiiente liberagio de Ca*” do reticulo
sarcoplasmatico (GURNEY, 1994; NASA et al., 1992; YOSHIHISA et al., 1992), ou seja,
mediada por acoplamento eletromecanico (McFADZEAN e GIBSON, 2002). Enquanto a
despolariza¢ao induzida por FEN, acoplamento farmacomecanico, ¢ devida a estimulagdo dos

receptores o._adrenérgicos acoplados a proteina-G com conseqiiente aumento dos niveis de IP3
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e liberagio de Ca”" dos estoques intracelulares (PEREZ-VISCAINO et al., 1998; PAIVA e
FARIAS, 2005 ).

Por conseguinte, foram utilizados solugdes com KCI 80 mM e KCl 20 mM, em anéis
com endotélio, onde observou-se diferengas significativas quando comparados com contragdes
induzidas pela FEN. Esses resultados levam a inferir que o efeito vasorelaxante induzido pelo
EHCSE, pode ter a participagio dos VOCC’s, assim como, outros tipos de canais de K, como
canal Katp, canal Ky, canal Kca e canal Kig (CORTES et all., 2001) que ndo foram investigados
neste estudo. Contudo majoritariamente ocorre pela via da NOS.

O vasorrelaxamento induzidos por varias outras plantas, pode ocorrrer através do
bloqueio de VOCC'’s, como, 6leo essencial da Ocotea duckei Vattimo (CUNHA, 2000) e Lippia
alba (MAYNARD, 2011), assim como, através de canais de K+, como & Curcuma Longa L.
(ADARAMOYE et al, 2009), esses estudos indicam que o bloqueador de VOCC'’s ou ativador
de canais de K+, reforcam a hipotese da resposta vasodilatadora ser por inibi¢ao do influxo
Ca”" ou por hiperpolariza¢io do musculo liso vascular. Este mecanismo de agdo farmacolégico
ndo foi verificado nos experimentos com o EHCSg. Contudo em estudo realizado por Slish,
2004, com Alseis yucatanesis, pertencente a mesma familia da Calycophyllum spruceanum,
Rubiaceae, foi verificado agdo vasorelaxante mediada pelo VOCC. O extrato foi mais potente
em inibir FEN (mediado por ROCC) do que em contra¢des induzidas por KCl (mediado por
VOCC), com EDsy de 0,12 e 1,73 mg/mL, respectivamente. Resultado semelhante foram
encontrados em estudo com outras espécies da Amazonia, como a Pradosia huberi e Attalea
excelsa, que obtiveram resultados significativamente reduzidos, efeito vasorelaxante, quando
investigaram a via por VOCC, obtendo reducdo do efeito maximo com KCl 80 mM (Epax =
8,1+ 4,8%, n=6) quando comparado a curva obtida em anéis pré-contraidos com10 uM de FEN

(Emax = 874 £ 2,9 %, n=8) (MEDEIROS, 2008). Os dados referentes ao efeito
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significativamente maior mediado pelo ROCC, vao de encontro com os achados deste estudo,
onde verificou-se efeito majoritario através de ROCC.

Assim, em conjunto, considerando que na auséncia do endotélio vascular o efeito de
vasorrelaxamento foi abolido e que na investigacdo de outras vias farmacoldgicas nao
dependente do endotélio como VOCC e COX, ndo houve diferengas significativas quando
comparadas com anéis sem os bloqueadores, os resultados sugerem o envolvimento majoritario
da via NO/GMPc no relaxamento vascular em aorta de rato induzida pelo EHCSg, Além disso
observa-se que nas doses maiores o efeito vasorelaxante foi mais potente, revelando um
possivel efeito dose-dependente, confirmado em outros estudos, como: CUNHA, 2000;
ADARAMOYE et al, 2009 e MAYNARD, 2011. Vale ressaltar que varios outros estudos com
extratos de plantas, confirmaram os achados desse trabalho, onde a via farmacologica principal
responsavel pelo efeito vasorelaxante ¢ evidenciado pela via do NO (Fitzpatrick et al., 1995;
Odigie et al., 2003). Com base no exposto, ¢ hipotetizado que constituintes quimicos presentes
no extrato estimulem a via NOS.

Dentre os constituintes quimicos presentes no EHCSg, descritos na literatura, destacam-se os
compostos fenolicos e seus derivados, principalmente o acido clorogénico (ACG) ou acido
cafeolquinico (CQA), cujo efeito hipotensor e vasorclaxante, ja foi verificado no estudos de
GUARABONE e ROSA, 2007 e MAGRINI, 2016.

O 4cido clorogénico estd presente em frutas e vegetais, como tomates, maga, graos de
café, peras ocidentais, beringelas . As acdes fisioldgicas do dcido clorogénico incluem atividade
carcinostatica, antioxidante, e anti-hipertensivo em humanos (MARINOVA, 2009).

Verificou-se através de experimento in vitro que a administracdo de ACG (300 a 600
mg/Kg) reduziu a pressdo arterial em ratos hipertensos geneticamente. O relaxamento foi
dependente do endotélio e foi maior no grupo que recebeu dieta a base de acido clorogénico
(acido 5-cafeolquinico), comparado com o grupo controle. Os mecanismos envolvidos nesta

acao ainda nao foram totalmente elucidados (SUZUKI, 2006). Acredita-se que ocorra uma a¢ao
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seqiiestradora de espécies reativas de oxigénio ou ainda aumento da bioviabilidade do 6xido
nitrico, um potente vasodilator. Acredita-se que tenha uma acao protetora sobre 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), ja que o efeito hipotensor em animais geneticamente hipertensos foi
inibida quando tratados com inibidores da NOS (TOUYZ, 2004).

Independente de quais sejam os compostos constituintes do EHCSg, ou seus
metabolitos, responsaveis pelo efeito na reatividade vascular, os presentes resultados
demonstraram, pela primeira vez, que o extrato de Calycophyllum spruceanum apresentou
atividade vasorelaxante. Foi possivel elucidar que o efeito foi quase que totalmente dependente
de endotélio. Por meio de abordagens experimentais in vitro com aorta de ratos normotensos e
que, o efeito hipotensor verificado em experimentos in vivo com ratos normotensos neste estudo
foi devido a queda na RVP dada por vasorrelaxamento, uma vez que, apesar de testar outras

variagdes em parametros cardiacos, isso ndo foi capaz de promover modificagdes no VS e FC.
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7 CONCLUSOES

O principal achado deste trabalho foi que a administragdo aguda de EHCSy produziu
efeito hipotensor e vasorelaxante, em consequéncia de uma diminuicao da resisténcia vascular
periférica em fun¢do da influéncia majoritaria do NO, nas abordagens in vivo e in vitro,
respectivamente.

Os dados apresentados sugerem que o EHCSg:

* Apresenta baixa toxicidade ;

* Nas doses utilizadas ndo induz qualquer tipo de incoordenacdo motora, excluindo
efeitos depressores do SNC ;

* O EHCSr induziu efeito hipotensor em ratos normotensos que, diante de nenhuma
modificacdo do DC frente ao tratamento, parece ser inteiramente devida a queda da
RVP, dada pelo efeito vasorrelaxante demonstrado em anéis de artéria aorta isolada de
ratos ;

* O vasorrelaxamento parece ser dependente do endotélio vascular, uma vez que em anéis
desprovidos do endotélio, o efeito vasorrelaxante desaparece integralmente;

* O NO ¢ o principal FRDE, uma vez que a inibi¢do da enzima na sua producao aboliu o
efeito vasorrelaxante, bem como, apos uso de um inibidor da via das prostaciclinas e
receptores muscarinicos, nao foi capaz de modificar a resposta ao tratamento com
EHCSF )

* Adicionalmente foi demonstrado o envolvimento de canais i0nicos voltagem
dependente, principalmente dos canais de K+, e com menor expressao canais de Célcio.
Por tais investigacdes € possivel inferir que o EHCSy opera abertura de canais de K+ ¢
em menor grau promove bloqueio de VOCC, mas também contribuidoras para o efeito

vasorrelaxante e hipotensor.



57

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADARAMOYE, O. A. et al. Hypotensive and endothelium-independent vasorelaxant effects of

methanolic extract from Curcuma longa L. in rats. Journal of ethnopharmacology, v. 124, n.
3, p. 457-462, 2009.

AIRES, M. D. M. Fisiologia. 4.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2013.

ANDRADE, S. S. D. A. et al. Prevaléncia de hipertensdo arterial autorreferida na populagao
brasileira: analise da Pesquisa Nacional de Saude, 2013. Epidemiologia e Servicos de Satde,
v. 24, p. 297-304, 2015.

ANWAR, M. A.; AL DISI, S. S.; EID, A. H. Anti-Hypertensive Herbs and Their Mechanisms
of Action: Part II. Frontiers in Pharmacology, v. 7, n. 50, 2016.

BAHIA, L. et al. O endotélio na sindrome metabdlica. Arq. bras. endocrinol. metab, v. 50, n.
2, p.291-303, 2006.

BARDAI, Sanae El et al. Pharmacological evidence of hypotensive activity of Marrubium

vulgare and Foeniculum vulgare in spontaneously hypertensive rat. Clinical and experimental
hypertension, v. 23, n. 4, p. 329-343, 2001.

BARGIGGIA, G. S. et al. A new method for estimating left ventricular dP/dt by continuous
wave Doppler-echocardiography. Circulation, v. 80, n. 5, p. 1287-1292, 1989.

BARLOW, G.; KNOTT, D. H. Hemodynamic alterations after 30 minutes of pentobarbital
sodium anesthesia in dogs. American Journal of Physiology, v. 207, n. 4, p. 764-766, 1964.

BATLOUNI, M. Endotélio e hipertensao arterial. Rev. Bras. Hipertens, v. 8, n. 3, p. 328-338,
2001. 52

BELTOWSKI, J.; JAMROZ-WISNIEWSKA, A. Hydrogen sulfide and endothelium-
dependent vasorelaxation. Molecules, v. 19, n. 12, p. 21183-21199, 2014.

CARVALHO, M. H. C. et al. Hipertensao arterial: o endotélio e suas multiplas fungdes. Rev
Bras Hipertens, v. 8, n. 1, p. 76-88, 2001.

CERQUEIRA, N. F.; YOSHIDA, W. B. Oxido nitrico: revisio. Acta Cirtrgica Brasileira, p.
417-423, 2002.

CESARETTI, Mario Luis Ribeiro et al . Hemodinamica sist€émica e fun¢ao ventricular esquerda
de ratos hipertensos tornados diabéticos. Arq Bras Endocrinol Metab, Sio Paulo, v. 54, n.
9, p. 842-851, Dec. 2010.

CHAGAS, ANTONIO C. P. et al. Endotélio e doencas cardiovasculares. 1* ed. Sdo Paulo,
Atheneu, 2005.



58

COHEN, Richard A.; VANHOUTTE, Paul M. Endothelium-dependent hyperpolarization
beyond nitric oxide and cyclic GMP. Circulation, v. 92, n. 11, p. 3337-3349, 1995.

CONSOLINI, Alicia E.; BALDINI, Osvaldo AN; AMAT, Anibal G. Pharmacological basis
for the empirical use of Eugenia uniflora L.(Myrtaceae) as antihypertensive. Journal of
Ethnopharmacology, v. 66, n. 1, p. 33-39, 1999.

APA

CHOR, D.; MENEZES, P. R. Saude no Brasil 4 Doengas cronicas nao transmissiveis no Brasil:
carga e desafios atuais. Veja, v. 6736, n. 11, p. 60135-9, 2011.

CLARK, Shawn G.; FUCHS, Leslie C. Role of nitric oxide and Ca++-dependent K+ channels
in mediating heterogeneous microvascular responses to acetylcholine in different vascular beds.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 282, n. 3, p. 1473-1479, 1997.

CORNWELL, T. L. et al. Regulation of sarcoplasmic reticulum protein phosphorylation by
localized cyclic GMP-dependent protein kinase in vascular smooth muscle cells. Molecular
pharmacology, v. 40, n. 6, p. 923-931, 1991.

CORTES, Steyner F. et al. Pharmacological evidence for the activation of potassium channels
as the mechanism involved in the hypotensive and vasorelaxant effect of dioclein in rat small
resistance arteries. British journal of pharmacology, v. 133, n. 6, p. 849-858, 2001.

COSTA, L. C.; THULER, L. C. S. Fatores associados ao risco para doen¢as nao transmissiveis
em adultos brasileiros: estudo transversal de base populacional. Rev Bras Est Pop, v. 29, n. 1,
p. 133-145, 2012.

CUNHA, R. M. D. et al. Efeitos cardiovasculares induzidos pelo 6leo essencial de Ocotea
Duckei Vattimo em ratos. Rev. bras. ciénc. saude, v. 9, n. 1, p. 69-78, 2000.

DE AGUIAR, E. S. V.; BOPP, A. L. D. S.; SAVASSI, G. L. Mensuracao de pressdo venosa
central por meio de cateteres venosos central e periférico: comparagdo entre os valores 53
obtidos em caes e elaboracdo de indice de corre¢do. Ciéncia Rural, v. 34, n. 6, p. 1827-1831,
2004.

DE ANDRADE CARDOSO, F. et al. Endotélio vascular: Parte I: fun¢do e propriedade. Revista
de Ciéncias Médicas, v. 3, n. 3, 2012.

DE ARAUJO, V. F. et al. Plantas da Amazonia para Produgio Cosmética, Projeto ITTO PD
31/99 Rev.3 (I). Brasilia. 2007

DE SOUSA, F. C. et al. Uso de plantas medicinais (fitoterapicos) por mulheres da cidade de
Ic6-CE. BIOFAR rev de biol e farm, v. 05, n. 1, p. 161-170, 2011.

DE VARGAS, F. S. et al. Antioxidant activity and peroxidase inhibition of Amazonian plants
extracts traditionally used as anti-inflammatory. BMC complementary and alternative
medicine, v. 16, n. 1, p. 1, 2016.



59

DEL CASTILLO, J. M.; HERSZKOWICZ, N. Ecocardiografia na pratica clinica:
problemas e solugdes. Sao Paulo. Atheneu, 2011.

DROGE, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological reviews,
v. 82,n. 1, p. 47-95, 2002.

DUSSE, L.; VIEIRA, L. M.; CARVALHO, M. D. G. Revisio sobre 6xido nitrico. J Bras Patol
Med Lab, v. 39, n. 4, p. 435-50, 2003.

EGLEN, R.; WHITING, R. Determination of the muscarinic receptor subtype mediating
vasodilatation. British journal of pharmacology, v. 84, n. 1, p. 3, 1985. 54

FELIPPI, R. Efeito do extrato aquoso de erva-mate (llex paraguariensis) na reatividade
vascular: enfoque na aterosclerose experimental. 2005.

FERREIRA, T. et al. Phytotherapy: an introduction to its history, use and application. Rev Bras
de Plan Med, v. 16, n. 2, p. 290-298, 2014.

FIORETTO, J. R. Influéncia da elevagdo sustentada da pressdo arterial sobre a dP/dt do
ventriculo esquerdo mantendo-se constante a pressdo diastdlica do ventriculo esquerdo. Arq
Bras de Card, p. 159-164, 1996.

FIRMO, W. D. C. A. et al. Contexto histérico, uso popular e concepgao cientifica sobre plantas
medicinais. Cadernos de Pesquisa, v. 18, 2012.

FITZPATRICK, D. F. et al. Endothelium-dependent vasorelaxation caused by various plant
extracts. Journal of cardiovascular pharmacology, v. 26, n. 1, p. 90-95, 1995.

FURCHGOTT, R. et al. Endothelial cells as mediators of vasodilation of arteries. Journal of
cardiovascular pharmacology, v. 6, p. S336-S343, 1984.

FURCHGOTT, R. F. Endothelium-derived relaxing factor: discovery, early studies, and
identification as nitric oxide. Bioscience reports, v. 19, n. 4, p. 235-251, 1999.

FURNIVAL, C.; LINDEN, R.; SNOW, H. Inotropic changes in the left ventricle: the effect of
changes in heart rate, aortic pressure and end-diastolic pressure. The Journal of physiology,
v.211,n. 2, p. 359-387, 1970. 55

GARAMBONE, Edna; ROSA, Glorimar. Possiveis beneficios do 4cido clorogénico a satde.
Alimentos e Nutri¢do Araraquara, v. 18, n. 2, p. 229-235, 2008.

GUEDES, D. N. et al. Calcium antagonism and the vasorelaxation of the rat aorta induced by
rotundifolone. Brazilian journal of medical and biological research, v. 37, n. 12, p. 1881-
1887, 2004.

GUYTON, A.C.; HALL, J.E. Tratado de Fisiologia Médica. 11? ed. Rio de Janeiro, Elsevier
Ed., 2011.



60

GHATTA, S. et al. Large-conductance, calcium-activated potassium channels: structural and
functional implications. Pharmacology & therapeutics, v. 110, n. 1, p. 103-116, 2006.

GOVERS, R.; RABELINK, T. J. Cellular regulation of endothelial nitric oxide synthase.
American Journal of Physiology-Renal Physiology, v. 280, n. 2, p. 193-206, 2001.

HAMLIN, R. L.; DEL RIO, C. dP/dt max—a measure of ‘baroinometry’. Journal of
pharmacological and toxicological methods, v. 66, n. 2, p. 63-65, 2012.

IRIGOYEN, M. C. C.; KRIEGER, E. M. Baroreflex control of sympathetic activity in
experimental hypertension. Brazilian journal of medical and biological research, v. 31, n. 9,
p.- 1213-1220, 1998.

JR. VIEGAS, C., BOLZANI, VANDERLAN DA SILVA. Os produtos naturais e a quimica
medicinal moderna. Quim. Nova, v. 29, p. 11, 2006.

JOHNSON, L. R. Fundamentos de Fisiologia Médica, 2° ed., Ed. Guanabara Koogan, Rio de
Janeiro. 2003.

KAPPAGODA, C.; LINDEN, R.; SAUNDERS, D. The effect on heart rate of distending the
atrial appendages in the dog. The Journal of physiology, v. 225, n. 3, p. 705, 1972. 56

KAPPAGODA, C. et al. Atrial receptors and heart rate: the efferent pathway. The Journal of
physiology, v. 249, n. 3, p. 581, 1975.

KATZ, A. M. Physiology of the heart, 5* ed., Ed. Lippincott, USA. 2010.

LINDEN, R.; MARY, D.; WEATHERILL, D. The nature of the atrial receptors responsible for
a reflex increase in activity in efferent cardiac sympathetic nerves. Quarterly Journal of
Experimental Physiology, v. 67, n. 1, p. 143-149, 1982.

LINEGAR, C. R.; DILLE, J. M.; KOPPANYI, T. Studies on barbiturates XVIII. Analysis of a
peripheral action of barbiturates. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
v. 58, n. 2, p. 128-134, 1936.

MAGRINI, V. Estudo fitoquimico dos extratos de folhas, galhos e cascas do caule de
Calycophyllum spruceanum Benth para testes de potencial de cosmético funcional. 2016.

MATSUBARA, Toshiyuki et al. Antihypertensive actions of methylripariochromene A from
Orthosiphon aristatus, an Indonesian traditional medicinal plant. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, v. 22, n. 10, p. 1083-1088, 1999.

MARTINS, D.; NUNEZ, C. Secondary Metabolites from Rubiaceae Species. Molecules, v. 20,
n. 7, p. 13422, 2015.

MARTINS, D.; NUNEZ, C. V. Secondary metabolites from Rubiaceae species. Molecules, v.
20, n. 7, p. 13422-13495, 2015.

MAYNARD, L. G. Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de lippia alba (mill) ne
brown.(erva cidreira brasileira) em ratos. 2011.



61

MCFADZEAN, I.; GIBSON, A. The developing relationship between receptor-operated and
store-operated calcium channels in smooth muscle. British journal of pharmacology, v. 135,
n. 1, p. 1-13, 2002. 57

MEDEIROS, A. A. N. D. Estudo da atividade das espécies amazonicas: Pradosia huberi
Ducke. e Attalea excelsa Mart. sobre o sistema cardiovascular em ratos. 2008.

MELO, NAYARA COSTA. Avaliagdo da atividade protetora solar in vitro das espécies pau-
mulato (Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum) ¢ IPE- AMARELO
(Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore) 2015.

MENDES, R. T. et al. Selective inhibition of cyclooxygenase-2: risks and benefits. Revista
brasileira de reumatologia, v. 52, n. 5, p. 774-782, 2012.

MILL, J. G.; VASSALLO, D. V. Hipertrofia cardiaca. Rev Bras Hipertens, v. 8§, n. 1, p. 18-
29, 2001.

MINISTERIO DA CIENCIA, T. E. I.; CONCEA, C. N. D. C. D. E. A. Diretrizes da Pratica
de Eutanasia do CONCEA. BRASILIA: 54 p. 2013.

MONTEIRO, E. C. A. et al. Os antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINEs). Temas de
reumatologia clinica, v. 9, n. 2, p. 53-63, 2008.

MOREIRA, Vinicius F.; VIEIRA, Ivo JC; BRAZ-FILHO, Raimundo. Chemistry and
Biological Activity of Condamineeae Tribe: A Chemotaxonomic Contribution of Rubiaceae
Family. American Journal of Plant Sciences, v. 6, n. 16, p. 2612, 2015.

MOURA, M. Entropia e a Segunda Lei da Termodinamica III. Entropia e Pressao. Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2016.

MUSABAYANE, C. T. et al. Cardiovascular effects of Persea americana Mill
(Lauraceae)(avocado) aqueous leaf extract in experimental animals: cardiovascular topic.
Cardiovascular Journal of South Africa, v. 18, n. 2, p. 69-76, 2007.

NEGRAO, C. E.; RONDON, M. Exercicio fisico, hipertensdo e controle barorreflexo da
pressdo arterial. Rev Bras Hipertens, v. 8, n. 1, p. 89-95, 2001.

NORONHA, C. E. Acdo de drogas agonistas e antagonistas dos sistemas colinérgico e
dopaminérgico: estudo comportamental e neuroquimico em corpo estriado de rato. 2005

NISHIMORI, C. T. et al. Alteragdes hemodindmicas e intracranianas em caes com hemorragia
aguda, anestesiados com isofluorano. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, p. 1048-1056, 2006.

OKOSHI, K. et al. Influence of the elevation of the left ventricular diastolic pressure on the
values of the first temporal derivative of the ventricular pressure (dP/dt). Arq bras card, v. 73,
n. 1, p. 42-46, 1999.



62

OLATUNIJI, L. A. et al. Chronic Administration of Aqueous Extract of Hibiscus sabdariffa.
Enhances Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase Activities of Rat Heart. Pharmaceutical
biology, v. 44, n. 3, p. 213-216, 2006.

OLFERT, ERNEST D., BRENDA M. CROSS, AND A. ANN MCWILLIAM. Guide to the
care and use of experimental animals. Vol. 1. No. 2. Ottawa: Canadian Council on Animal
Care, 1993.

OLIVEIRA FILHO, A. A. D. Participagdo da via do o¢xido nitrico e do calcio no
vasorrelaxamento induzido pelo flavonoide 5, 7, 4 trimetoxiflavona (TMF) em artéria
mesentérica superior de rato. 2012.

OPARIL, S.; ZAMAN, M. A.; CALHOUN, D. A. Pathogenesis of hypertension. Annals of
internal medicine, v. 139, n. 9, p. 761-776, 2003. 59

PAGE, I.; MCCUBBIN, J. Autonomic regulation of arterial pressure responses. Archives
internationales de pharmacodynamie et de thérapie, v. 157, n. 1, p. 152, 1965.

PAIVA, T. B.; FARIAS, N. C. Mecanismos da contracdo do musculo liso vascular. Rev bras
hipertens, v. 12, n. 2, p. 89-92, 2005.

PALMER, R.; ASHTON, D.; MONCADA, S. Vascular endothelial cells synthesize nitric oxide
from L-arginine. Nature, v. 333, n. 6174, p. 664-666, 1988.

PHILLIPSON, J. D. Phytochemistry and medicinal plants. Phytochemistry, v. 56, p. 237-243,
2001.

PIRES, SL de S. et al. Endothelium-derived nitric oxide is involved in the hypotensive and
vasorelaxant responses induced by the aqueous fraction of the ethanolic extract of the leaves of
Albizia inopinata (Harms) GP Lewis in rats. Phytomedicine, v. 7, n. 2, p. 91-98, 2000.

PRIANO, L.; TRABER, D.; WILSON, R. Barbiturate anesthesia: an abnormal physiologic
situation. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 165, n. 1, p. 126-
135, 1969.

QUEIROZ, D. B. D. Alteracdes vasculares em ratos expostos ao diabetes materno:
Contribuicdo das prostaglandinas derivadas da COX-2 e sua repercussdo em diferentes idades.
2010.

RAWAT, P.; SINGH, P. K.; KUMAR, V. Anti-hypertensive Medicinal Plants and their Mode
of Action. Journal of Herbal Medicine, 2016.

ROSS, J. Cardiac function and myocardial contractility: a perspective. Journal of the
American College of Cardiology, v. 1, n. 1, p. 52-62, 1983. 60

SANTOS, A. B.; RIBEIRO-OLIVEIRA, J. P.; CARVALHO, C. M. Sobre a botanica, a
etnofarmacologia e a quimica de Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 18, p. 383-389, 2016.



63

SANTOS, J. E. D.; GUIMARAES, A. C.; DIAMENT, J. Consenso Brasileiro Sobre
Dislipidemias Deteccdo, Avaliagdo e Tratamento. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e
Metabologia, v. 43, p. 287-305, 1999.

SCHANAIDER, A.; SILVA, P. C. Uso de animais em cirurgia experimental. Acta Cir Bras,
v. 19, n. 4, p. 441-7, 2004.

SILVA, A. P. A. B. Estudo farmacolégico de atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria dos
extratos hidroalcoodlicos da Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum. 2015.

SIMPLICIO, J. A. et al. O Labdano Acido Ent-3-Acetoxi-Labda-8 (17), 13-Dieno-15-Oico
Reduz Pressdo Arterial Em Ratos Hipertensos. Arq Bras Cardiol, v. 106, n. 6, p. 481-490,
2016.

SLISH, D. F.; ARVIGO, R.; BALICK, M. J. Alseis yucatanensis: a natural product from Belize
that exhibits multiple mechanisms of vasorelaxation. Journal of ethnopharmacology, v. 92,
n. 2, p. 297-302, 2004.

SLISH, D. F. et al. Ethnobotany in the search for vasoactive herbal medicines. Journal of
Ethnopharmacology, v. 66, n. 2, p. 159-165, 1999.

SNYDERS, D. J. Structure and function of cardiac potassium channels. Cardiovascular
Research, v. 42, n. 2, p. 377-390, 1999. 61

SOLARO, R. J. Integration of Sarcomere Mechanics with Cardiac Function Clarifies the
Meaning of Preload, Afterload, and Contractility. San Rafael (CA): Morgan & Claypool Life
Sciences, 2011.

SUZUKI, A. et al. Chlorogenic acid attenuates hypertension and improves endothelial function
in spontaneously hypertensive rats. Journal of hypertension, v. 24, n. 6, p. 1065-1073, 2006.

TAMARGQO, J. et al. Pharmacology of cardiac potassium channels. Cardiovascular Research,
v.62,n. 1, p. 9-33, 2004.

TANAKA, Yoshio et al. Significant role of neuronal non-N-type calcium channels in the
sympathetic neurogenic contraction of rat mesenteric artery. British journal of pharmacology,
v. 128, n. 7, p. 1602-1608, 1999.

TEIXEIRA, K. Plantas medicinais que podem causar alteragdo na pressdo arterial e interagcao
com anti-hipertensivos. 2012.

TEIXEIRA, Rogério et al. Pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e sindromes
coronarianas agudas. Arq. Bras. Cardiol., Sdo Paulo, v.97,n.2, p. 100-110, Aug. 2011

TIBANA, R. A.; BALSAMO, S.; PRESTES, J. Associagdo entre for¢a muscular relativa e
pressdo arterial de repouso em mulheres sedentarias. Rev Bras Cardiol, v. 24, n. 3, p. 163- 8,
2011.

TORTORA, Gerard J.; DERRICKSON, Bryan. Corpo humano: fundamentos de anatomia
e fisiologia. 8. ed. Porto Alegre: Artmed, 2012.



64

TOUYZ, R. M. Reactive oxygen species, vascular oxidative stress, and redox signaling in
hypertension what is the clinical significance? Hypertension, v. 44, n. 3, p. 248-252, 2004. 62

URAKAMI-HARASAWA, Lemmy et al. Importance of endothelium-derived hyperpolarizing
factor in human arteries. Journal of Clinical Investigation, v. 100, n. 11, p. 2793, 1997.

VANHOUTTE, P. M. et al. Endothelial dysfunction and vascular disease. Acta physiologica,
v. 196, n. 2, p. 193-222, 2009.

VIEGAS JR, C.; BOLZANI, V. D. S.; BARREIRO, E. J. Os produtos naturais ¢ a quimica
medicinal moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

WAIB, Paulo Henrique; BURINI, Roberto Carlos. Fundamentos bioquimicos da modulagado do
tono vascular. Arq. bras. Cardiol, v. 56, p. 401-6, 1991.

WALTERS, G.; MARY, D. The effect on the efferent vagal nerves to the heart of stimulating
atrial receptors in the dog. Quarterly Journal of Experimental Physiology, v. 71, n. 4, p. 549-
557, 1986.

WEBB, R. C. Smooth muscle contraction and relaxation. Advances in physiology education,
v.27,n. 4, p. 201-206, 2003.

WILLIAMS, L. A. D. Ethnomedicine. West Indian Medical Journal, v. 55, n. 4, p. 215-216, 2006.



