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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo uma das mais importantes causas de morte no mundo,
sendo um forte fator de risco para ocorréncia delas a hipertenséo arterial, possuindo uma
prevaléncia de mais 20% dos brasileiros. O objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos vasorrelaxantes do extrato aquoso de Curcuma longa (EACL) sobre o sistema
cardiovascular de ratos normotensos. Em experimentos “in vivo” foram testadas doses
crescentes de EACL (5,10,20 e 40 mg/kg v.i) em ratos normotensos ndo anestesiados
para Verificagdo da variagdo de pressdo arterial e frequéncia cardiaca. “In vitro” anéis de
aorta tordcica isolada de ratos normotensos, com ou sem endotélio, medindo 4 mm,
eram montados em cubas, fixados a um transdutor, imersos em solucdo Krebs a 37 °C,
aeradas por mistura carbogénica e estabilizados por 1 h, sob tens&o de 1 grama, em um
sistema de registro de dados. Sobre uma contracdo por fenilefrina, era feita a incubacéo
do EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/ml) antes e apds a incubacdo de atropina ou
de L-name ou de indometacina. Do mesmo modo, testaram-se concentracdes do EACL
sobre contragdes por elevacdo de K™ extracelular. EACL induziu hipotensdo
significativa (p<0,01) caracterizada inicialmente por uma hipotensao (34 + 3; 55 + 3; 54
* 2; 68 £ 4 %, n=6) e bradicardia (72 + 3; 73 £ 4; 91 £ 5; 82 £ 2 %, n=6) de maneira
dose-dependencia em ratos ndo anestesiados. O efeito vasorelaxante foi
significativamente (p<0,01) dependente do endotélio vascular (CE50 = 4,32+0,05
pug/mL). Apos inibi¢do da via de produgdo do NO a CES50 foi para 126,50£2,35 pg/ml,
apos inibicdo da producdo prostaciclinas, para 124,6+0,05 pg/ml e apds o bloqueio
muscarinico para 437,10+£0,2 pg/mL. A abertura de canais de K" (relaxamento de
56,98%) e bloqueio a VOCC’s (relaxamento de 31,56%), foram significativamente
evidentes. EACL induziu hipotensdo significativa em ratos ndo anestesiados assim
como vasorelaxamento significativo, em anéis de aorta, sendo mais expressivo na
presenca de endotélio. A via muscarinica parece ser a principal envolvida nesse efeito,
seguida pela via da producdo de NO e das Prostaciclinas. A abertura de canais de K*
pelo EACL parece ter maior expressao do que seu bloqueio a VOCC’s. Esses efeitos
sdo positivos para o tratamento de doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Acafrdo; vasodilatacdo; hipertensao.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the most important causes of death in the world,
being a strong risk factor for the occurrence of hypertension, with a prevalence of over
20% of brazilians. The objective of this work was investigating the effects vasorelaxants
of the aqueous extract of Curcuma longa (AECL) on the cardiovascular system of
normotensive rats. In experiments "in vivo" were tested increasing doses of EACL (5,
10, 20 and 40 mg/kg v.i) in normotensive rats not anesthetized for checking the
variation of blood pressure and heart rate. “In vitro”, thoracic aortic rings isolated from
normotensive rats, with or without endothelium, measuring 4 mm, were mounted in
vats, fixed to a transducer, immersed in Krebs solution at 37° C, aerated by carbogenic
mixture and stabilized for 1 h, under tension of 1 gram, in a data recording system. On a
contraction by phenylephrine, AECL was incubated at increasing concentrations before
and after incubation of atropine or L-name or indomethacin. Likewise, concentrations of
AECL on contractions were tested by elevation of extracellular K*. EACL induced
significant (p<0.01) hypotension, characterized initially by a hypotension (34 + 3; 55 +
3; 54 £ 2; 68 + 4 %, n=6) and bradycardia (72 + 3; 73+ 4; 91 +5; 82 + 2 %, n=6) in a
dose-dependence in non-anesthetized rats. The vasorelaxant effect was significantly
(<0.01) dependent on the vascular endothelium (ECso = 4,32+0.05 pg/mL). After
inhibition of the NO production pathway the ECso was 126.50 = 2.35 ug/ml after
inhibition of prostacyclin production, to 124.6 + 0.05 pg / ml and after muscarinic
blockade to 437.10 = 0.2 pg / mL. The opening of K™ channels (relaxation of 56.98%)
and blockade of VOCC's (relaxation of 31.56%), were significantly evident. EACL
induced significant hypotension in non-anesthetized rats as well as in vasorelaxation, in
aortic rings, being more expressive in the presence of endothelium. The muscarinic
pathway appears to be the main involved in this effect, followed by the NO production
pathway and of prostacyclines. The opening of K* channels by EACL appears to have
greater expression than its also significant blockade to VOCC's. These effects are
positive for the treatment of cardiovascular diseases.

Keywords: Saffron; vasodilation; hypertension.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares estdo entre as maiores causas de morte entre as
doengas cronicas ndo transmissiveis no mundo. Seu aumento significativo aponta para a
necessidade de intervencBes eficazes e de baixo custo (GUIMARAES et al., 2015;
RIQUE, 2002).

Segundo o estudo de 2015 da American Heart Association, durante a Ultima
década pesquisada, de 2001 a 2011, a taxa de morte por hipertensdo, aumentou 13,2%
em mais de 190 paises pesquisados (PASTORE, 2010). Ja no Brasil, as doencas
cardiovasculares estdo nas estatisticas de saude como a primeira causa de morte ha pelo
menos quatro décadas (SOUZA, 2017).

A hipertensdo arterial (HA) é observada como importante fator de risco
cardiovascular e sua alta prevaléncia torna consideravel o conhecimento de sua
ocorréncia, assim como a correlacdo com outros possiveis fatores desencadeantes de
eventos cardiovasculares, ja que é apontada como um problema de saude publica global,
causando 9,4 milhdes de mortes a cada ano em todo o mundo (MOURA, 2015).

A utilizacdo de medicamentos para combate a HA é a principal forma
terapéutica utilizada, mesmo sabendo que um dos maiores problemas no que concerne
ao tratamento da HA s@o os efeitos colaterais que provocam o0s medicamentos
(GUSMAO et al., 2009). Ha também outros recursos terapéuticos que sio utilizados de
forma alternativa, o uso de plantas medicinais, que se expande em diversas sociedades
(BRUM etal., 2017).

O conhecimento sobre plantas medicinais representa, muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002),
pois apesar da grande revolugdo na medicina existem ainda obstaculos na utilizacdo dos
recursos mais elaborados e modernos pelas populacdes carentes, que vao desde o0 acesso
aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de medicamentos (JUNIOR et al.,
2005).

Sdo inimeros os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta
ou indiretamente, de fontes naturais, especialmente de plantas, como a morfina
(Papaver somniferum), a digoxina (Digitalis sp.) (BOLDI, 2004). No Brasil apenas 5%
dos medicamentos séo de origem vegetal, mesmo com a grande diversidade de plantas
medicinais conhecidas nesse pais (RODRIGUES, 2011).

Para o tratamento da HA também ja estdo sendo estudadas plantas que

possuem efeitos de alto poder de diminuicdo da pressédo arterial como o alho (Allium
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sativum) possuindo efeito vasorelaxante por liberacdo de Oxido nitrico (NO)
(ALEXANDRE et al.,, 2008), Laranja (Citrus sp), bloqueando os receptores [3-
adrenérgicos (LONGO et al., 2011), Chuchu (Sechium edule), com comprovado
efeito anti-hipertensivo (LOMBARDO et al., 2014), dentre outros.

A espécie Curcuma longa Linnaeus da familia Zingiberaceae, popularmente
conhecida como Gengibre Amarelo ou Acafrdo, é de origem Malaio-Indigena, mas é
muito cultivada nos paises tropicais como planta medicinal ou condimentar (FILHO et
al., 2009). A parte mais utilizada é seu rizoma seco, que é amplamente utilizado em
muitos paises na culinaria como corante e especiarias, e as folhas sdo usadas
comumente para embrulhar peixe durante o cozimento ou para assar, propiciando aroma
e sabor (GONZALVEZ; VISTEL, 2015).

C. longa apresenta como principal componente os curcumindides (derivados
fenolicos), peptideos sollveis em &gua, proteinas e residuos de metionina (MENON;
SUDHEER, 2007; WORLD et al., 1999). Sdo trés os pigmentos curcumindides:
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, presentes no rizoma nas
concentracdes de 60, 22 e 18%, respectivamente (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980;
FILHO et al., 2009).

Esta planta é largamente utilizada na medicina popular no tratamento de
diversas doencas (FILHO et al., 2009). Ha& estudos que comprovam suas propriedades
anti-inflamatorias, antiflngicas, antimicrobianas e antiproliferativas (ZAMARIOLI at
al., 2015; AUGUSTYNIAK et al., 2010; ZHO; BEEVERS, 2011). Além disso, as folhas
possuem oOleo essencial com atividade antioxidante (KINUPP; LORENZI, 2014;
PRIYA et al., 2012).

Dentre esses estudos destacam-se os que tém como foco central o efeito das
plantas medicinais e suas acGes no sistema cardiovascular como o de Adaramoye
(2009), em seu estudo que demonstra que o extrato hidroalcélico de C. longa apresentou
efeito hipotensor e vasorelaxante independente de endotélio vascular em artéria
mesentérica isolada de ratos.

Em funcdo desses dados o sistema cardiovascular tem sido um dos principais
focos de pesquisas, que buscam incessantemente medidas curativas e até mesmo

preventivas, a fim de oferecer maiores beneficios para a sociedade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema cardiovascular

2.1.1 CONSIDERACOES SOBRE ESTRUTURA E FUNCAO DO SISTEMA
CARDIOVASCULAR

O sistema cardiovascular garante homeostase do organismo, isto &, ele regula o
meio interno, transportando e distribuindo substancias essenciais para os tecidos, assim
como remove 0s produtos provenientes do metabolismo, contribui para o controle da
temperatura e ajusta o suprimento de oxigénio e nutrientes em diferentes situacdes
fisioldgicas (SIEGEL, 1996).

Esse sistema estd inserido em animais de maior porte o qual funciona como
transportador de substancias através do sangue, sendo necessario um sistema de
propulsdo, no caso o coragdo, que impulsiona o volume sanguineo para os 6rgaos do
corpo utilizando-se de um sistema de vasos, 0s quais podem ser veias ou artérias
(JOCA, 2012; RANDALL et al., 2000).

O coracdo € um oOrgao muscular, impar e mediano que atua como uma bomba
contréatil propulsora de sangue, auto ajustavel, capaz de proporcionar pressdo e succao,
atuando em conjunto com uma imensa rede de vasos sanguineos para conduzir sangue a
todas as partes do corpo humano (RANDALL et al., 2000). Sua cavidade é dividida em
quatro cdmaras cardiacas sendo: dois atrios direito e esquerdo e dois ventriculos direito
e esquerdo por meio dos septos atrios ventriculares, interatrial e interventricular
(VERONEZ, 2017).

Neste sistema, além do coragdo, os vasos sanguineos exercem func¢des de extrema
importancia, eles formam um conjunto de vasos que partindo dos tecidos, vdo se
formando em ramos de maior calibre até atingirem o coracdo, sendo, os que conduzem o
sangue para fora do coragdo, as artérias. Estas se ramificam muito, tornam-se
progressivamente menores, e terminam em pequenos vasos determinados arteriolas
(VERONEZ, 2017). A partir destes vasos, 0 sangue é capaz de realizar suas funcbes de
nutricdo e de absorcdo atravessando uma rede de canais microscopicos, chamados
capilares, 0s quais permitem ao sangue trocar substancias com os tecidos. Dos capilares,
0 sangue é coletado em vénulas; em seguida, através das veias de didmetro maior,
alcanca de novo o coragdo. Esta passagem de sangue atraves do coracdo e dos vasos

sanguineos é chamada de circulagdo sanguinea (FEIJO, 2007).



14

A aorta ¢ a principal artéria conectada ao ventriculo esquerdo, a partir dela surgem
as outras artérias do corpo humano. E o primeiro vaso a receber o sangue, recém ejetado
e com a maior quantidade de oxigénio alcancada apds a passagem pela circulagdo
pulmonar. Em uma regido chamada de leito mesentérico, a aorta comeca a se ramificar
para dar origem as médias, pequenas artérias e as arteriolas que oferecem maior
resisténcia ao fluxo sanguineo (FEIJO, 2007).

A homeostase do sistema cardiovascular depende da manutencdo do fluxo
sanguineo, da pressdo arterial, do débito cardiaco, da resisténcia vascular periférica

total e de todas as outras variaveis envolvidas em condi¢cdes normais (ASSIS, 2007).

2.1.2 CONSIDERACOES SOBRE A PRESSAO ARTERIAL (PA)

Pressdo, € definida como forca por unidade de area, € uma entidade fisica,
portanto depende de fatores como volume de sangue e capacitancia da circulagdo. Tem-
se entdo um componente tdnico, responsavel pela manutencdo e um componente fisico
que atua momento a momento na regulacdo da PA (IRIGOYEN et. al., 1998).

A PA ¢ gerada e mantida pela interacdo entre forca propulsora cardiaca,
capacidade de dilatacdo elastica da aorta e a resisténcia ao fluxo de sangue, exercida

predominantemente, pelas arteriolas e artérias de pequeno calibre (ASSIS, 2007).

2.1.2.1 Mecanismo de regulacdo da PA

A regulacdo da 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, 2012). A PA é o produto
do DC pela RVP. (JOHNSON, 2003; GUYTON e HALL, 2011; AIRES, 2013).

O DC representa a quantidade de sangue que cada ventriculo lanca na circulagédo
(pulmonar ou sistémica) em determinada unidade de tempo, de forma que essa
quantidade de sangue ejetada em cada contracdo é denominada de débito sistolico.
Dessa forma, o débito cardiaco pode ser calculado através do produto entre o débito
sistélico e a frequéncia cardiaca (ASSIS, 2007).

A regulacdo da PA é uma das funces fisioldgicas mais complexas, que depende
de acbes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino
(CAMPAGNOLE-SANTOS e HAIBARA, 2001). Essa regulacdo é o resultado da

atividade de sistemas de retroalimentacdo que operam a curto e em longo prazo.
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Em curto prazo, o sistema nervoso central (SNC) pode regular a PA por meio de
mecanismos neurais, tais como: o sistema de barorreceptores, quimiorreceptores e
receptores cardiopulmonares, 0s quais atuam diretamente sobre as varidveis
cardiovasculares citadas anteriormente (LOHMEIER e ILIESCU, 2015).

A regulacdo neural € o maior resultado das acdes dos nucleos cerebrais sobre 0s
neurdnios pre-ganglionares simpatico, localizados tanto na medula espinhal como sobre
os corpos celulares dos neurénios pré-ganglionares parassimpaticos no tronco cerebral.
Suas estruturas denominadas nucleos desempenham papéis de significativa importancia
para o controle da PA e circulacdo, pois recebem e mandam projecOes para todo o
cérebro. Toda essa regulacdo ndo seria possivel se 0 SNC ndo fosse continuamente
informado sobre os niveis de PA, o que efetivamente é realizado por receptores
especializados, situados estrategicamente no organismo e que serdo descritos a seguir
(ANDERSON e KANZE, 1994).

Os barorreceptores arteriais sdo 0 mais importante mecanismo de controle reflexo
da PA, momento a momento. S&o terminagdes sensoriais especializadas, que respondem
a alteracbes de tensdo na rede vascular. As terminagdes barorreceptoras estdo
localizadas na camada adventicia dos grandes vasos, tais como aorta e bifurcacdo
carotidea, que sdo estimulados por deformacGes das paredes desses vasos, normalmente
provocadas pela onda de pressdo pelas caracteristicas mecano-elasticas da parede
(IRIOYEN, 1998).

Durante elevacGes da PA, ha grande deformacdo da parede e ativacdo dos
barorreceptores que geram os potenciais de ac¢do. Os sinais sdo conduzidos ao sistema
nervoso central (SNC), onde neur6nios secundarios excitam neurdnios pré-ganglionares
do parassimpatico localizados no nucleo dorsal motor do vago e no ndcleo ambiguo,
que por sua vez se projetam (eferentes vagais) aos neurdnios pos-ganglionares
intramurais situados no coragdo, determinando aumento da atividade vagal e queda da
FC (ALNIMA et al., 2013).

N&o apenas nas eleva¢Bes ou diminui¢bes subitas de PA, mas a cada sistole
arterial, a onda de pulso sobre as artérias estira esses receptores, promovendo sua
despolarizacdo e assegurando o controle da PA momento a momento. (JACOB et al.,
1989; VASQUEZ et al., 1997). Embora os barorreceptores sejam capazes de adaptar-se
aguda e cronicamente a altos niveis de pressdo, a disfungdo barorreflexa tem sido
reportada na hipertensdo arterial clinica e experimental e em outras doencas
cardiovasculares (GUYTON e HALL, 2002). Ha dados na literatura demonstrando que
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0 prejuizo na sensibilidade barorreflexa pode ser tanto causa como consequéncia da
hipertensao arterial (AIRES, 1999).

No controle em médio prazo da PA figuram sistemas hormonais como sistema
das catecolaminas ou mesmo calicreina-bradicinina (AIRES, 1999). A histamina que
interfere no aumento de outros peptideos vasoativos vinculados ao sistema calicreina-
bradicinina também pode em certas condicGes se envolver no controle da PA (BEST e
TAYLOR, 1990).

Em longo prazo a regulacdo da presséo arterial é realizada pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), a partir da regulacdo do volume dos liquidos
corporais (volemia), regulando consequentemente o equilibrio hidroeletrolitico do corpo
(AIRES, 2013).

Quando o organismo estd sob condicBes de hipotensdo (por hipovolemia) o
SRAA mantém a pressao arterial por meio da angiotensina Il, gerada na circulagdo em
uma cascata enzimatica iniciada pela renina, que é secretada pelas células
justaglomerulares do rim. A renina cliva o angiotensinogénio produzido no figado,
gerando a angiotensina I, que da origem a angiotensina Il pela acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (AIRES, 2013). A angiotensina Il vai para 0s rins via
corrente sanguinea, onde, nos capilares dos tabulos dos néfrons, estimulara a constricao
da arteriola eferente, aumentando assim a pressdo. Simultaneamente, a angiotensina Il
também se dirige ao cortex das glandulas suprarrenais estimulando a liberacdo do
horménio aldosterona, que se dirige aos rins, no tubulo contornado distal dos néfrons e
estimula mais ainda a absor¢do de sodio e agua, aumentando ainda mais a volemia e a
pressdo. Dessa forma essa série de eventos podem culminar com a génese da HA
(Figura 1) (GUYTON e HALL, 2011).

Vérias outras substancias naturais liberadas em condi¢cbes fisioldgicas ou

patoldgicas exercem influéncia sobre o ténus vascular.

2.1.3 CONSIDERACOES SOBRE O ENDOTELIO VASCULAR

As células endoteliais formam o endotélio vascular, um epitélio de revestimento
simples e plano que recobre a face interna dos vasos sanguineos e coragdo. O endotélio
vascular constitui uma area de interacdo ativa, estrategicamente situada entre a
circulacdo e o restante da parede vascular (BATLOUNI, 2001). O endotélio deixa a

condigdo de simples revestimento interno dos vasos e torna-se verdadeiro sensor de
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alteracdes fisicas e quimicas do meio circulante e modulador da reatividade para o
ajuste aquelas variacbes, podendo inclusive afetar os processos proliferativos do
masculo liso vascular, na medida em que é produtor de fatores de relaxamento (FRDE)
(RIBEIRO et al., 1992).

Figura 1: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)
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A figura representa a influéncia do SRAA, na génese da hipertensdo, 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 pulmbes e figado, converte angiotensina | em
angiotensina Il, que atua principalmente como um importante vasoconstritor,
provocando varios efeitos a nivel central e periférico. @ sinal de estimulagio, @ sinal

de inibicdo, HAD — hormdnio antidiurético. (GONCALVES, 2016).

Até o final dos anos 60, o endotélio foi considerado como uma barreira celular
relativamente inerte, ndo-trombogénica. No entanto em 1966, foi entdo entendido que
em condigdes fisioldgicas o endotélio desempenha um papel fundamental na regulacéo
do tbnus vascular, controle de coagulacdo e regulacdo de adesdo e migracdo de
leucdcitos (SANDOO et al., 2010). Estudos mostraram que as varias funcgdes
desempenhadas pelo endotélio estdo relacionadas a capacidade de liberar e sintetizar
substancias, a partir de estimulos fisicos, neurais e hormonais (CARDOSO et al., 2012;
RATJEN et al 1999).

Estas substancias possuem atividades vasoativas como as vasodilatadoras (6xido
nitrico (NO), prostaciclinas, e fatores hiperpolarizantes (FHDE), assim como,

substancias constritoras também derivadas do endotélio (endotelina-1, tromboxano,



18

prostaglandina e espécies reativas de oxigénio) (RATJEN et al 1999; BAHIA, et al.,
2006; VANHOUTTE, 2009).

Em condigdes fisioldgicas, existe um equilibrio preciso entre a liberacdo desses
fatores, sendo a producéo dos fatores relaxantes mais importantes, sobressaindo o efeito
dos agentes contrateis. No entanto, em diversas condi¢cfes patoldgicas, esse equilibrio é
alterado com uma consequente atenuagédo dos efeitos vasodilatadores, sendo, portanto, o
endotélio de suma importancia na génese de doencas vasculares (VANE et. al., 1990).

O endotélio integro tem funcdo protetora contra o desenvolvimento de lesdes
vasculares mantendo a vasodilatacdo, inibindo a agregacdo plaquetaria, a adesédo
leucocitéria e a proliferacdo das células musculares lisas (BORGES, 2011). Essas a¢6es
sdo exercidas principalmente liberagdo continuada de 6xido nitrico, considerado o mais
importante fator endotelial (SNYDER & BREDT, 1992, CHAO, 2010).

O NO é uma molécula gasosa simples, encontrada no ar atmosférico em pequenas
quantidades, altamente toxica devido a presenca de radical livre (elétron extra) que a
torna um agente quimico altamente reativo, é produzido na célula endotelial vascular a
partir do aminoacido L-arginina em um processo catalisado pela enzima 6xido-nitrico-
sintase endotelial (eNOs) (GUADAGNIN et al., 2015). Ele atravessa o espaco do
endotélio para o musculo liso vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase
soluvel e a conseqiiente formacdo de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina)
intracelular, resultando no relaxamento das células da musculatura lisa vascular
(BORGES, 2011).

O segundo mecanismo de vasorelaxamento dependente do endotélio é iniciado
pela sintese de prostaciclina (PGI.) através da enzima cicloxigenase (COX). PGl entéo
relaxa células musculares lisas ativando receptores de membrana plasmatica acoplados a
adenilato ciclase e aumentando a concentracdo de cAMP (A adenosina 3'5'-
monofosfato ciclico) intracelular (BELTOWSKI, 2014).

Quando os fosfolipidios de membrana liberam o acido araquidénico que o0s
compde, pela da acdo da COX o &cido araquiddnico é convertido em prostaglandina Hx
(PGH3) que através de enzimas especificas é convertida em PGly, PGE2, PGF,,, PGD>
ou tromboxano Az (TXA2). A PGl é também conhecida como prostaciclina, sendo esta
0 produto mais abundante produzido a partir do acido araquidonico e responsavel pelo
efeito vasodilatador (VANHOUTTE, 2009).

A contribuicdo da prostaciclina & vasodilatacdo dependente do endotélio é

usualmente menor que a do NO. Mesmo diante de pequenas quantidades de
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prostanoides vasoconstritores, como PGH> e tromboxano Az, que também sdo formadas,
em condigdes fisiologicas, seus efeitos sdo inibidos pelo efeito vasodilatador da
prostaciclina, do NO e do EDHF (BATLOUNI, 2001).

Outra forma de mecanismo de relaxamento € o fator hiperpolarizante derivados do
endotélio (FHDE), uma substancia ainda ndo identificada (FELIZZOLA, 1996). Sua
existéncia é inferida pela hiperpolarizacdo das células musculares lisas que ocorre apds
o0 estimulo de alguns vasodilatadores (JIN et al., 2011). NO e PGI, funcionam como
fatores relaxantes derivados do endotélio principalmente em artérias de maior calibre.
Deles a contribuicdo diminui com a diminuicdo da resisténcia vascular, 0s quais sao
mais importantes para a regulacdo da resisténcia periférica total e pressdo sanguinea
(BELTOWSKI, 2014).

2.1.4 CONSIDERACOES SOBRE O MUSCULO LISO VASCULAR (MVL)

Os vasos sanguineos sdo formados por trés camadas de tecidos distintas: camada
adventicia, camada média e camada intima. A camada adventicia & a mais externa e
mais forte das trés, sendo composta de tecido conjuntivo denso, mas rico em
componentes celulares como fibroblastos e macrofagos. A tlnica média é a mais
espessa formada principalmente de tecido muscular, além de elastina e colageno. A
camada intima € constituida por uma Unica camada de células, o endotélio e suas fibras
elasticas elas recobrem a luz do vaso, tendo contato direto com o fluxo sanguineo,
encontra-se dispostas longitudinalmente e imersas em substancias intracelular amorfa
(RODRIGUES, 2010; BERNE et al., 2004) (figura 2).

O mdasculo liso vascular (MLV) é composto por ceélulas histologicamente
mononucleadas com formato fusiforme. Conforme o vaso e a estrutura por ele irrigada,
o0 arranjo de suas células varia entre helicoidal ou circular. Este Gltimo e mais comum
arranjo € o que provoca a reducdo do limen do vaso durante o processo de contracdo
(ou seja, através desta disposi¢do celular o MLV contrai de maneira simultanea)
(BERNE et al., 2004).

Na luz vascular encontram-se as células endoteliais que se projetam para o interior
do MLV permitindo assim, a transferéncia de ions entre si e explicando a interacdo
entre ambas as estruturas (BERNE et al., 2004; FELETOU e VANHOUTTE, 2006),

assim, quando ha uma despolarizacdo esta se propagara por todas as células ao redor.
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Essas células fazem parte da constituicdo dos vasos de grande calibre, como a aorta
(figura 2), dentre estas 0 MVL se encontra na camada média, o qual é responsavel pela

contragéo ou relaxamento vascular (KLABUNDE, 2005).

Figura 2: Estrutura Vascular Béasica
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Fonte: KLABUNDE, 2005.

A estrutura do vaso sanguineo ndo é estatica. Ela se remodela continuamente para
se adaptar ao seu ambiente biomecanico. Assim, o calibre vascular é controlado pela
quantidade, composicdo e organizacdo da matriz extracelular, como também pelas
unidades contrateis das células musculares lisas (GUADAGNIN et al., 2015).

Além disso, a organizacdo e o acoplamento mecanico entre as células musculares
lisas com a matriz extracelular determina as propriedades mecénicas da parede do vaso.
Estas celulas normalmente ndo operam em sua total ativacdo. Pelo contrario, estas
células tém um tbnus, consequentemente, o tdnus inalterado em sua plasticidade
contrétil e de citoesqueleto resulta em didmetros alterados (CARVALHO, 2001). MLV
é responsavel pelo controle da resisténcia periférica total, pelo ténus arterial e venoso e

pela distribuicdo do fluxo sanguineo.

2.1.4.1 Mecanismo de contracdo do musculo liso vascular (MVL)
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O tbnus vascular é dado pela relacéo entre a acdo vasoconstritora e vasodilatadora.
Os mecanismos pelos quais essa relagdo torna-se estavel e equilibrada sdo essenciais
para a manutencdo de um tonus fisiolégico no MLV. O desequilibrio entre as duas
acOes pode dar origem a doengas vasculares, como a hipertensdao (ELLINSWORTH et
al., 2012).

Para desencadear a contracdo, as células musculares lisas vasculares requerem um
aumento na concentracdo de Ca*? citoplasmatico. Este aumento pode resultar tanto do
influxo do Ca* através de canais especificos da membrana citoplasmatica, quanto de
liberacdo dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico (RS),
aumentando a oferta do Ca*? & maquinaria contratil, sendo este a principal fonte de Ca2"*
intracelular envolvida no processo de contragdo. (LINCON et al., 2001).

Os ions Ca?* desempenham importante papel no controle do tonus vascular. Como
a musculatura lisa ndo possui a troponina, proteina reguladora presente no masculo
esquelético, que ¢é ativada pelos fons Ca®* para promover a contracdo muscular, a
contragdo da musculatura lisa ocorre devido a combinagdo entre o célcio e a
calmodulina (GUADAGNIN et al., 2015).

Essa combinacdo ativa uma enzima fosforilativa, a miosina quinase, que tem a
funcdo de fosforilar as cadeias leves da miosina, adquirindo a capacidade de se fixar ao
filamento de actina e realizar a contragdo muscular (JIN et al., 2011). Essa interacdo
entre actina e miosina s6 cessa ho momento que ha reducdo do Ca2+ intracelular.
Dessa forma, a diminuicdo da concentracdo de Ca?* impediria a combinagéo
calcio/calmodulina, gerando um relaxamento da musculatura lisa vascular e a
consequente vasodilatacdo (ZAGO e ZANESCO, 2006).

2.1.4.2 Mecanismo de relaxamento do masculo liso vascular (MVL)

Além dos fatores relaxantes derivados do endotélio, o NO, prostaciclinas e FHDE
como explicado anteriormente, o MLV apresenta mecanismos para diminuir o Ca?*
intracelular e manter em niveis estaveis, por exemplo através de canais i6nicos
(ELLINSWORTH et al., 2012).

As células musculares das artérias e arteriolas apresentam um potencial de
membrana entre 0s — 60mv e 0s — 40mv quando sujeitas a niveis normais de pressao
intravascular. O potencial de membrana das células musculares vasculares tem um papel

fundamental na regulacdo do tonus vascular, atraves de alteracdes da entrada de ions
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Ca?* para o citosol através de canais de Ca?* dependentes da voltagem (GUADAGNIN
etal., 2015).

A atividade dos canais de potassio constitui um mecanismo essencial na regulacdo
do potencial de membrana das células musculares vasculares, sendo um determinante
importante do ténus vascular (JIN et al., 2011). A abertura de um canal de potassio
presente na membrana das células musculares vasculares provoca um aumento da saida
de ions do meio intracelular para 0 meio extracelular por difusdo passiva, 0 que causa
hiperpolarizacdo da membrana celular. Este estado de hiperpolarizacdo conduz ao
encerramento de canais de Ca?* dependentes de voltagem e consequente diminuicdo da
entrada de ions Ca? para o interior da célula, causando o relaxamento vascular
(vasodilatacdo) (ELLINSWORTH et al., 2012).

O potencial de membrana pode também regular a concentragio de Ca?* citosolico
através do trocador Na* /Ca?* assim como através da libertacdo de Ca?* intracelular
resultante da producéo de inositol trifosfato (IP3) dependente da voltagem (o IP3 fixa-se
a canais especificos ligando-dependentes, no reticulo sarcoplasméatico promovendo a
liberagdo de ions Ca?* para o citosol aumentando a sua concentragio) (ASSIS, 2007).

Pode-se deste modo concluir que a hiperpolarizacdo da membrana através da
abertura de canais idnicos, como o0s de potassio constitui um mecanismo poderoso na

diminuigéo da presséo arterial, mediante vasodilatagdo provocada.

2.1.4.3 Considerac6es sobre hipertensdo arterial

A hipertensdo arterial sistémica (HAS), mais conhecida como presséo alta, € uma
doenca caracterizada pela elevacdo sustentada dos niveis de pressdo arterial (PA)
(DUARTE et al., 2018). Os niveis de pressdo de 130/85 mmHg sdo considerados
normais para a populacdo adulta, acima disso, ja se caracteriza a hipertenséo.
Geralmente, esta doenca ndo tem uma causa conhecida sendo chamada de hipertensao
essencial ou primaria, mas em uma pequena parte a hipertensdo pode ser causada por
outras doencas, ou efeito de medicagdes, denominada hipertenséo secundaria (LIMA et
al., 2017).

Apesar de, na maioria das vezes, ndo conseguirmos saber com precisdo a causa
da hipertensdo arterial, sabemos que muitos fatores podem ser responsaveis:
hereditariedade, idade, raca, obesidade, tabagismo, sedentarismo, stress, uso de bebidas
alcoolicas (LIMA et al., 2017).
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Esta doenca € a mais frequente das doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) e o
principal fator de risco para complicagOes cardiovasculares como acidente vascular
cerebral e infarto agudo do miocérdio, além da doenca renal cronica terminal. Estima-se
que as doengas cardiovasculares estdo entre as maiores causas de morte entre as DCNT
do mundo e seu aumento significativo aponta para a necessidade de intervencdes
eficazes (GUIMARAES et al., 2015).

A hipertensdo é observada como importante fator de risco cardiovascular e sua
alta prevaléncia torna consideravel o conhecimento de sua ocorréncia, assim como a
correlagdo com outros possiveis fatores desencadeantes de eventos cardiovasculares, ja
que é apontada como um problema de salde publica global, causando 9,4 milhGes de
mortes a cada ano em todo o mundo (MOURA, 2015).

2.2 Utilizacéo de plantas medicinais

Plantas medicinais podem ser definidas como vegetais que possuem substancias
com acdo terapéutica (MESSIAS et al., 2015; MARTINS et al., 2003). As plantas,
desde a antiguidade, vém sendo utilizadas pelo homem como fontes terapéuticas, iSso
acontece em consequéncia ao facil acesso, baixo custo e principalmente, pelo
empirismo (SIXEL e PECINALLI, 2013).

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde o inicio de sua histéria e
muito antes do surgimento da escrita a humanidade j& utilizava ervas para fins
medicinais (CANEIRO, 2014; TOSCANO, 2011). De acordo com estimativas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 80% da popula¢do mundial, em sua maior parte
nos paises subdesenvolvidos, utilizam as plantas medicinais para suprir suas
necessidades médicas primarias (SOBRINHO et al., 2017; RATES, 2001).

Atualmente, as plantas medicinais sdo utilizadas por grande parte da populagédo
mundial, como um recurso medicinal alternativo para o tratamento de diversas
enfermidades, uma vez que, representam um recurso mais acessivel em relacdo aos
medicamentos alopaticos (BEVILACQUA, 2010), e em muitas comunidades seu
conhecimento simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico (MACIEL et al.,
2002), muito embora cada vez mais novos farmacos sdo inseridos na farmacopéia.

A origem desse saber popular se encontra na observacdo constante e sistematica
dos fendbmenos e das caracteristicas da natureza e na consequente experimentagdo

empirica desses recursos, 0 que justifica a importancia e a posicdo que as plantas
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medicinais assumem nos resultados das investigacbes etnobotanicas. (DAVID e
PASSA, 2015).

Por isso, David e Passa (2015) e Caetano et al. (2014) entendem que registrar o
conhecimento do uso de plantas medicinais é importante e necessario, pois uma perda
progressiva deste pode acontecer se nao transmitido as geracOes futuras, e sua erosao
pode representar a perda da identidade cultural de um povo como apontam.

O Brasil é conhecido mundialmente ndo s6é por ser uma poténcia
economicamente emergente, mas também por apresentar uma flora bastante
diversificada e pouco explorada pela sociedade cientifica. A realidade é que ele é
detentor da maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55 mil espécies
catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e conta com ampla tradi¢do do
uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular transmitido entre
geraces (CARNEIRO et al., 2014; FONSECA, 2012).

Apesar disso, ainda ha poucos estudos voltados para producdo de novos
farmacos a partir da utilizacdo de plantas medicinais, visto que nos ultimos 20 anos, o
numero de informacGes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente
(FONSECA, 2012), entendendo assim que esses recursos estdo sendo consumidos com
pouca ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas (JUNIOR, 2005).

Na area farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo
de grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como protétipos
para o desenvolvimento de novo farmacos (que sdo as substancias ativas isoladas),
como para a obtencdo de adjuvantes (produtos utilizados na formulacdo de
medicamentos) ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de
extratos vegetais: os fitoterapicos (SCKENKEL et al, 2003; SIMOES e SCHENKEL
2002);

A biodiversidade e o potencial econémico da flora brasileira, desde 1886, ja
eram descritos em inventarios, testemunhando a sua riqueza em plantas produtoras de
frutos alimentares, resinas, Gleos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial
medicinal, podendo citar muitas espécies (KLEIN et al., 2010; JACOBSON et al.,
2005).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta o
uso de algumas plantas medicinais nos servicos de satde publica (tabela 1). Ressalta-se

que este uso deve ter sua eficicia e seguranca terapéuticas comprovadas previamente
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por pesquisas, para que assim se possam obter os reais efeitos das plantas estudadas
(MATOS e MATQOS, 2000).

Tabela 1: Lista de plantas medicinais permitidas pela ANVISA no Brasil e suas acdes
terapéuticas (Adaptado de ANVISA, 2000)

Nome popular da planta Forma de uso Indicacao terapéutica
Alho Oleo ou extrato seco Hepatoproteror
Babosa Creme Gel Queimaduras
Erva doce Infusdo Antiespasmaodico
Gengibre Infuséo Profilaxia de nduseas
Hortel& Infusdo Expectorante
Maracuja Infusdo Sedativo

Baseadas na medicina tradicional, diversas drogas foram descobertas através de
estudos etnofarmacolégicos, que levam em consideracdo o conhecimento popular sobre
0 uso terapéutico de produtos naturais (SONIA, 2012). Medicamentos hoje produzidos
em laboratério foram descobertos em plantas, tais como o &cido acetilsalicilico
(Filipendul aulmaria), a digoxina (Digitalis lanata), morfina (Papaver somniferum), e a
quinina (Cinchona pubescens), cloroquina (C. pubescens). A quinina e a cloroquina séo
importantes compostos antimaléria, doenca causada pelo protozoario Plasmodium
falciparum (FIRENZUOLI e GORI, 2007).

E preciso ressaltar que hoje esta sendo consumido fitoterapicos desenvolvidos na
Europa e América do Norte, enquanto possuimos uma biodiversidade conhecida com
pouca precisdo qual tal sua complexidade, apesar das plantas medicinais brasileiras
serem consideradas como altamente promissoras (SIMOES e SCHENKEL, 2002).

Em consequéncia disto, felizmente, atualmente esta comecando a ser visto que
estudos cientificos vém sendo feitos no sentido de validar as informagdes populares
referentes ao uso de plantas medicinais, com o intenso interesse que o0s cientistas, bem
como a industria farmacéutica denotam ao desenvolver pesquisas com objetivo de
descobrir novos principios ativos e também aprimorar as descobertas de novas
atividades farmacologicas de substancias ja conhecidas e oriundas de plantas (GURIB-
FAKIM, 2006).

A necessidade exige a unificacdo do progresso com aquilo que a natureza
oferece, respeitando a cultura do povo em torno do uso de produtos ou ervas medicinais
para curar os males. Conhecer o uso e as implica¢des das praticas alternativas de cura
como o emprego das plantas medicinais nas populacdes € um avanco racional na melhor

utilizacdo destes recursos.
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221 PLANTAS MEDICINAIS COM ACAO NO SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Sabe-se que 0 uso das espécies vegetais com fins de tratamento e cura de doencas
e sintomas se perpetuaram na historia da civilizacdo humana e chegou até os dias atuais,
sendo amplamente utilizada por grande parte da populacdo mundial como eficaz fonte
terapéutica (KLEIN et al., 2010).

Sd0 muitas as plantas com atividade no sistema cardiovascular, estas contem
metabolitos secundarios que promovem relaxamento vascular e outros efeitos
organicos. Desta forma as plantas medicinais com efeito no sistema cardiovascular, ndo
é exclusivo deste sistema, 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).

O interesse pelo desenvolvimento deste estudo surgiu a partir da observacdo de
relatos de idosos e do conhecimento expresso em estudos que descrevem a utilizacéo de
meios alternativos no tratamento da pressdo arterial elevada (OLIVEIRA; ARAUJO;
MOREIRA, 2002). Especificamente em relacdo as alteracfes de pressdo arterial, temos
que o tratamento ndo farmacoldgico ou a¢bes de mudanca no estilo de vida devem ser
as primeiras medidas adotadas por portadores de hipertensao arterial, exceto nos casos
de hipertensdo grave e na presenca de comprometimento de 6érgdos-alvo (FONSECA,
2012).

Lopes et al., (2010) mostra em seu estudo a algumas plantas medicinais utilizadas
por pacientes voluntarios hipertensos, que inclui a Eugenia uniflora L (pitanga) com
acdo no sistema cardiovascular, diminuindo a pressdo arterial, a Bixa orellana L
(Urucum), Cymbopogon citratus Stapf (erva cidreira), Matricaria chamomilla
(camomila), todas com agdo semelhante no sistema cardiovascular.

Inserida neste contexto, a utilizacdo das plantas esta em forma de chas, infusdes e
maceracdes, tanto na prevencdo da elevacdo da presséo arterial, quanto na tentativa de
reducdo dos valores alterados de presséo arterial (FERRO, 2006).

Outras plantas podemos citar neste efeito, por exemplo a erva-mate (llex
paraguariensis) que apresenta atividade antioxidante e vasorelaxante in vitro, em leito
arterial mesentérico de ratos e reduzindo a aterosclerose experimental em coelhos
(FELLIPE, 2005), assim como no trabalho de Campos et al. (2017) mostrando a
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atividade de esclareol, 6leo essencial de Salvia sclarea, causando uma redugéo
significativa na pressdo sanguinea de ratos hipertensos.

Diante disso, € de extrema clareza que o reino vegetal tem contribuido de forma
significativa para fornecer substancias Uteis no tratamento de doencas que afetam aos
seres humanos, e entre essas doencas podemos citar as que estdo relacionadas com o

sistema cardiovascular.

2.2.2 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Curcuma longa L.

A Curcuma longa L., uma planta originaria do sudeste da Asia, mais precisamente
das encostas de morros das florestas tropicais da India, e esta distribuida em regides
tropicais e subtropicais por todo o mundo. Pertence a familia Zingiberaceae, subordem
Zingiberoidae, conhecida no mercado internacional como “turmeric”’, é conhecida no
Brasil principalmente como agafrdo da terra, outros nomes regionais sdo, agafroeira,
batatinha amarela, gengibre dourada, mangarataia e clircuma, mas, por vezes, pode ser
confundido com o agafrdo verdadeiro (Crocus sativus L.) (MATA et al., 2004).

A planta apresenta folhas grandes de coloragdo verde, oblongo-lanceoladas e
obliquo-nervadas, que exalam um odor agradavel quando contusas. Em condic¢des de
clima e solo favordveis, a parte aérea da planta atinge, em média, 120 a 150 cm de
altura. Possui peciolos tdo compridos quanto os limbos que, reunidos em sua base,
formam o pseudocaule. O rizoma principal ou central ¢ piriforme, arredondado ou
ovoide, com ramificacdes secundarias laterais, compridas e tuberizadas (BERNI et al.,
2014) (figura 3).

As folhas de cldrcuma podem ser usadas para embrulhar peixe durante o
cozimento ou para assar, propiciando aroma e sabor. Também sdo ingredientes do
Redang, prato tradicional com carne de bufalo do oeste de Sumatra. Além disso,
possuem Oleo essencial com atividade antioxidante (KINUPP; LORENZI, 2014,
PACKIAVATHY et al., 2014), sendo sua capacidade de quelacdo de ions metalicos
maior do em rizomas (BAUM et al., 2008).

Elas também sdo residuos das operacdes pds-colheita, ou seja, ndo sao
aproveitadas no processamento do rizoma, gerando expressiva quantidade de residuos
organicos que sao dispostos diretamente no meio ambiente (KINUPP, 2014). Estes
residuos desprezados podem ter finalidade muito mais benéfica e serem usados como
fontes valiosas de nutrientes, além de desperdicio de grande potencial de antioxidantes
naturais (PACKIAVATHY etal., 2014).
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Figura 3: Imagem de Curcuma longa L.

O estudo quimico de diferentes amostras de a acafrdo produziu 6leo essencial (4,2
a 14%), oleo gordo (4,4 para 12,7%) e umidade (10 a 12,0%). Foi demonstrado a
presenca de trés constituintes principais pelo que a curcumina (diferuloylmetano)
formou mais fragdo importante, sendo os outros dois derivados de curcumina (p-
hidroxicinamoil (ferulolil) metano e p, p '-dihidroxidicinamoilmetanel (BAUM et al.,
2008).

A curcumina, componente ativo da mesma, é conhecido por ter uma gama de
bioativos, com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdria, anti-cancro e
cardioprotetoras (CHAN et al., 2009). Sabe-se que varias folhas das plantas
pertencentes a familia Zingiberaceae como a Alpinia zerumbet, Zingiber mioga,
Kaempferia galanga e a de Curcuma longa geralmente ndo estdo incluidas na dieta
habitual ocidental mas s&o utilizadas como condimento e na medicina tradicional
asiatica (KINUPP e LORENZI, 2014).

Estudos sobre a toxicidade e as propriedades anti-inflamatorias da curcumina
foram incluidas in vitro, animal, e estudos humanos. Um teste humano de fase 1 com 25
individuos usando até 8000 mg de curcumina por dia durante 3 meses ndo encontrou
toxicidade da curcumina (CHAINANI-WU, 2003).

Testes in vitro mostraram atividades antiparasitaria, antiespasmaodica,
antiinflamatéria e também o potencial anticancerigeno da curcumina, além das
atividades como antibacteriana, onde o 6leo da curcuma inibiu o crescimento de
Staphylococcus aureus e Bacillus typhosus; atividade anti-HIV, em que a curcumina é
um inibidor da proteina integrase na replicacdo do HIV-1 (FILHO, 2009).
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Em relagcdo ao sistema cardiovascular, Curcuma longa também apresenta efeito
hipotensivo e bradicérdico significativo, se apresentando como potente vasodilatador
nas artérias mesentéricas dos ratos (ADAMAY ORE, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos cardiovasculares do EACL em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Estudar “in vivo” os possiveis efeitos do EACL sobre parametros
cardiovasculares de ratos normotensos.

Avaliar “in vitro” possivel efeito vasorelaxante de EACL e seu
mecanismo de acdo em anéis de aorta toracica isolada de rato.

Fazer estudo da toxicidade de EACL.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
41.1 DROGAS E SOLUCOES

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes drogas: tiopental
sodico, sal sodico de heparina, fenilefrina (FEN), sulfato de atropina, cloridrato de
acetilcolina (ACh), NS-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), Nitroprussiato de sddio
(NPS), indometacina (Indo). As solugdes estoques de indometacina foram dissolvidas
juntamente com bicarbonato de sodio (NaHCOz3) a 5 N em agua destilada. As demais
solucdes estoques foram dissolvidas em &gua destilada. Todas as solucGes foram
mantidas a 0°C e, imediatamente antes dos experimentos, diluidas em salina ou em agua
destilada, para 0s ensaios “in vivo” ou “in vitro”, respectivamente (CUNHA, 2004).

Para os experimentos “in Vvitro” o meio de perfusdo usado foi a solu¢do de Krebs,
contendo em mM: NaCl 118,4; KCI 4,75; KH2PO4 1,18; NaHCO3 25; MgS04 1,18;
CaCl2 1.9 e glicose 5. A solucdo nutritiva teve pH ajustado entre 7,3 e 7,4 através de
HCI 1M ou NaOH 1M e quando nas cubas, contendo as montagens, era aerada com

carbogénio, a temperatura de 37°C.

4.1.2 ANIMAIS
Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos para os
experimentos de toxicidade e ratos Wistar albinos (Rattus novergicus) machos para 0s
experimentos cardiovasculares in vivo e in vitro (figura 4). Todos foram originarios do
biotério do Nucleo de Biologia Experimental (Nubex) da Universidade de Fortaleza,
mantidos no Laboratério de Fisiofarmacologia/ Bionorte/ UFAC, produzidos e criados

de acordo com as normas e padrfes exigidos para uso de animais em pesquisa.

Figura 4: Camundongo Swiss albino e rato Wistar
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Os camundongos possuiam pesos entre 20 e 30 g e os ratos de 140 a 190g para
realizacdo dos experimentos, sendo estes mantidos sob condi¢fes de temperatura
constante (22 = 2 °C) com ciclo claro escuro padréo (12 horas claro/12 horas escuro),
agua e alimento ad libitum.

Os experimentos foram realizados conforme o “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, publicado pelo“US National Institute of Health” (NIH publicagdes
85-23, revisado em 1996) e analisados e aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal do Acre sob numero 23107.018498/2016-40.

42  METODOS
4.2.1 Coleta e identificacdo botanica

As folhas da espécie Curcuma longa Linnaeus foram coletadas de plantas de até
100 cm de altura, no periodo chuvoso em uma propriedade particular (10° 04’ 26,
0078”S e 67° 17° 07, 1110”W), no municipio de Placido de Castro, no estado do Acre
(Figura 5). A espécie Curcuma longa L. ja tinha registro no laboratério de Botanica da

Universidade Federal do Acre, com nimero 20002.

Figura 5: Imagem de satélite do local de coleta das folhas de Curcuma longa L.

Pontode coleta
Latitude:-10 04’ 26,0078” | _|Area de coleta
Longitude: -67 17° 07,1110"

Fonte: Zoneamento Ecologico
Econémico do estado do Acre, 2006
Imagem: Google Earth Pro
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4.2.2  Obtencdo do extrato

As folhas com aparéncia saudavel foram selecionadas, lavadas com &gua
corrente e colocadas em estufa a temperatura de 40 ° C por 48 horas, onde ocorreu a
secagem uniforme. As folhas secas foram levadas a Unidade de tecnologia de
Alimentos (UTAL) da UFAC para trituracdo em moinho tipo faca.

Para a obtencgéo do extrato, foram seguidas metodologias diversas descritas nas
sequintes referéncias: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959; FOSTER, 1949;
DOMINGUES, 1973. Utilizou-se para a extracdo 4 litros de agua destilada e 370 g de
folhas secas trituradas colocadas em baldo de fundo redondo com capacidade de 5 litros,
sendo aquecido durante 10 minutos a temperatura de 100 ° C, seguido de filtragdo. O
filtrado foi liofilizado e diluido em solucdo salina para 0s experimentos in vivo e em

agua para o0s experimentos in vitro de acordo com a dose a ser administrada.

4.2.3 Estudo da Toxicidade

Foi utilizado parametro do Teste da Dose Fixa (TDF), de acordo com a Acute
Toxic Class Method (OECD, 2001). Neste teste, camundongos foram deixados em
jejum 12 horas antes do experimento e foram dividos em 3 grupos (n=6) ditos como
grupo 1 (controle), 2 (dose de 2000 mg/kg) e 3 (dose de 5000 mg/kg). No grupo 1 foi
administrada somente solucdo salina e no grupo 2 a dose de 2000 mg/kg que na
auséncia de letalidade ou toxicidade foi administrada a dose de 5000 mg/kg no terceiro
grupo. Todos 0s grupos receberam as doses por gavagem.

A toxicidade era caracterizada mediante observacdo dos pardmetros
comportamentais descritos no teste hipocratico de MALONE; ROBICHAUD (1962):
atencdo, alerta, analgesia, atividade motora esponténea, locomogéo, falta de apetite,
apatia, resposta ao tato, piloerecéo, ptose, frequéncia respiratoria, cianose, estereotipia,
contorcdo, agressividade, ataxia, postura, sudorese, micgdo, diarréia e convulsdo. Os
parametros foram observados a cada 60 minutos durante 3 horas depois da adminstracdo
do extrato. Apds as 3 horas foram observados em 24, 48, 72 horas e no 15° dia (quadro
1).

Ao final das observagdes todos os animais foram eutanasiados de acordo com as

diretrizes da pratica de eutanasia do conselho nacional de controle de experimentagéo
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animal — CONCEA. No ato do sacrificio foram utilizados barbitlricos e anestésicos

tradicionais, de efeito rdpido, suave e com minimo desconforto para os animais,

farmacos estes que sdo potentes depressores do SNC, cujos efeitos sdo amplamente

conhecidos e previsiveis.

Quadro 1 : Parametros comportamentais observados do tempo 0 até o 15° dia apds o

tratamento com EACL

ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Quantificacao dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito
presente, (++) efeito intenso

0h

1h

2h | 3h [ 24h | 48h

72 h

15 dias

1-SNC

a) Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecéo

Movimento intenso das
vibrissas

b) Depressora

Ptose palpebral

Sedacéo

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Analgesia

Resposta do toque

Perda do reflexo corneal

c) Outros

Ambulacéo

Levantar

Vocalizar

Escalar

Sacudir a cabeca

Contorgdes abdominais

Abducao das patas posteri

2 - SN AUTONOMO

Diarréia

Defecacéo

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Micccéo

Salivagado

Cianose

Forga para agarrar

3- MORTE
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4.2.4 Experimentos “in vivo”
4.2.4.1 PREPARO DOS ANIMAIS
Os ratos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital
(50mg/kg, i.p.) Em seguida, dois cateteres heparinizados (125 Ul/ml em salina
isotonica), foram implantados na artéria femural (para registro da PA e da FC), e na veia
femural (para administracdo de drogas), como descrito previamente (LAHLOU et al.,
1990). Todos os experimentos de registro cardiovascular foram realizados 48 horas apds

0 procedimento cirurgico (quadro 2).

4.2.4.2 SISTEMA DE REGISTRO

No momento do experimento, foi acoplado o catéter arterial a um transdutor de
pressdo fisioldgica,conectado a um poligrafo digital ligado a um amplificador de sinal.
A frequéncia cardiaca (FC) assim como a PAM serdo obtidas através do Software
Labchart 7.0 (AdInstruments) com o sinal obtido do transdutor (figura 6).

Quadro 2: Representacdo esquematica do preparo dos animais para realizacdo dos
experimentos in vivo.

Anestesia dos animais -tiopental sddico (45 mg/Kg i.v.)

'

Implantacgdo de cateteres na aorta abdominal (via artéria femoral) e na veia cava
inferior (via veia femoral)

24 h apbés — conexdo do cateter arterial ao transdutor de pressao — registro e tratamento
da PAM e FC (amostragem = 500 Hz)

'

Verificacdo da funcionalidade do cateter venoso para
administracdo das drogas (NPS — 10 pg/kg, i.v.)

'

Inicio dos experimentos
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Figura 6: Protocolo para aquisicdo de dados da variagdo da PAM e FC e registro
original mostrando o efeito de doses crescentes do EACL (5, 10, 20 e 40 mg/Kg, 1.v.)
sobre a PAM e FC em rato ndo-anestesiado

~

(Administragéodedoses] Py [ Estabilizagdo

ANESTESIADO | (510,20,40mg/ke) 5310min.

(tiopental sodico)

‘:f o 3 Power lab
%, Ad instruments
L _____\=
[ PAM, PAS,PAD]
eFC

[ TRANSDUTOR ]
| DEPRESSAO

4.2.4.3 PROTOLOS EXPERIMENTAIS
Foram separados um grupos de 6 animais e realizada avaliacdo das variacdes da
PA e FC induzidas pelo EACL. Para este protocolo foram utilizados 0s animais

cateterizados do dia anterior sem efeito de anestésico.

42431 Avaliacdo das varia¢fes da PA e da FC induzidas pela administracdo do

EACL em ratos ndo anestesiados

Antes da aplicacdo de qualquer droga, os animais foram mantidos em
aclimatacdo durante 30 minutos para minimizagcdo do estresse, estabilizagdo dos
parametros cardiovasculares e para refletir maior fidelidade das variagdes dos
parametros em teste frente a administracdo das drogas. Apos esse periodo era injetado
10 pg/kg de NPS para verificagdo do funcionamento dos cateteres e estabilizados
durante 15 minutos para inicio dos experimentos.

Os animais receberam a primeira dose fixa do EACL por via endovenosa.

Depois de cada dose, a seguinte era aplicada somente de 3 a 5 minutos apds retomados
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0s niveis basais de PA e FC. As variacGes na PAM e FC foram registradas, obtendo-se

uma curva dose-resposta (quadro 3).

4.2.4.3.2 Quadro 3: Esquema representativo do protocolo experimental in vivo do

EACL em ratos ndo-anestesiados.

30 min. l 15 min. l l l l

ESTABILIZACAO NPS 5 20 10 40
(10 pg/kq) (EACL mg/kQg)

4.2.5 Experimentos “in vitro”

425.1 EUTANASIA
Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, caracterizado pelo
rompimento da medula espinhal por pressao aplicada posteriormente a base do créanio,
produzindo imediata perda da consciéncia, perda total da sensibilidade e morte

instantanea.

4252 PREPARO DOS ANEIS DE AORTA TORACICA ISOLADA DE
RATOS

Apos o sacrificio foi realizada a sec¢do dos vasos sanguineos e dissecacdo. Este
ultimo ocorreu mediante a incisdo ventral e abertura da caixa toracica por excisdo do
esterno e de parte das costelas para visualizacdo e retirada dos érgdos intratoracicos para
0 acesso a aorta toracica que foi transferida para uma placa de Petri com solugédo
nutritiva de KB, para porvindoura remoc¢do do tecido adiposo e do tecido conectivo
aderido.

Limpas, as aortas eram seccionada em anéis (4 a 5 mm de comprimento) (n=6),
em seguida eram presos astes inoxidaveis onde de um lado era fixado no banho para
orgdo isolado, contendo o meio de perfusdo a 37 °C (pH = 7,4), aerado continuamente
com solucéo carbogénica (95% Oz e 5% CO>) e de outro lado eram presas a um fio de
algodéo e conectados a um transduror de forca isométrica (figura 7) . As preparacdes de
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aorta eram contraidas com uma tensdo passiva de 1 g. Esta tensdo era registrada através
do transdutor de forca isométrica.

Os sinais elétricos captados pelo transdutor foram decodificados e digitalizados
pelos hardwares Pan Lab (AdInstruments). Os registros dos protocolos de contracédo da
musculatura lisa foram obtidos através do software Protowin organ baths

(Adinstruments) para posterior analise.

Figura 7: Representacdo esquematica da obtencdo e montagem de anéis de artéria aorta
isolada de rato na realizagdo dos protocolos experimentais “in vitro”.

Fonte: LAPFFAR

4.253 VERIFICACAO DA PRESENCA OU AUSENCIA DO ENDOTELIO
FUNCIONAL

A verificacdo da presenca ou auséncia de endotélio nos anéis foi feita através da
adicdo de 1 UM de ACh sobre o platbé da fase tonica sustentada da contracdo induzida
por 1 uM de FEN (FURCHGOTTE e ZAWADSKI, 1980), ficando estabelecido como
anéis dotados de endotélio funcional aqueles cujos percentuais de relaxamento
induzidos pela ACh fossem iguais ou superiores a 70 % (figura 8a) e desprovidos de
endotélio, os anéis com relaxamentos induzidos pela ACh, sobre a contragdo tonica da
FEN, menores que 5 % de relaxamento (Figura 8b).
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Para obtencdo de anéis sem endotélio, era feita a remocdo da camada endotelial
dos anéis por atrito mecénico entre as paredes internas do vaso com uma haste de

platina envolvida por delgada camada de algodao.

Figura 8: Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do efeito
de concentracBes crescentes de EACL (1, 10, 100, 300 E 1000 pg/mL) em anéis
providos de endotélio (A) e aneis desprovidos de endotélio (B), isolados de aorta
torécica de rato pré-contraidos com 1 uM de FEN. E = estabilizacdo (60 min.) e L =
lavagem da preparacdo com Krebs.

A B

E(+) E(-)

Ach - 1uM Ach -1uM

\L
E H E
1 1 1 1
FEN FEN L
luM 1uM

4.2.5.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.2.5.4.1 Avaliacdo da atividade do EACL em anéis de aorta com e sem endotélio

com Fenilefrina

Imediatamente apds o periodo de estabilizagdo (1hora) das preparacdes, sendo
lavadas a cada 15 minutos, a verificacdo da presenca (E+) ou auséncia (E-) de endotélio

funcional nos anéis era feita por meio da adicdo de ACh sobre o platé da fase tnica
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sustentada da contracdo induzida por de FEN, ficando estabelecido como anéis (E)
aqueles cujos percentuais de relaxamento induzidos pela ACh fossem iguais ou
superiores a 70 % e (E-), os menores que 5 % de relaxamento. Os tecidos preparados
nas cubas eram novamente contraidos FEN e, decorridos cinco a sete minutos de
sustentacdo da fase tdnica da contracdo, concentracdes crescentes do EACL (1, 3, 10,
30, 100, 300 e 1000 pg/ml) eram adicionadas nas preparacdes contendo anéis (E™) ou
nas contendo anéis (E-). A porcentagem de relaxamento foi determinada através da
comparacgdo dos valores da contracdo da FEN antes e ap6s adicao cumulativa do extrato

e também pelos valores calculados das CE50. (Figura 9).

Figura 9: Protocolo experimental da avaliagdo da influéncia do endotélio funcional no
efeito relaxante do EACL em anéis de artéria aorta

Ach EACL Ach EAlCL
l M l ug/ml l 1luM 1 ug/ml
1 'L 1

1000 1000

FEN FEN
1uM 1M
Anéis providos de endotélio Anéis desprovidos de endotélio

4.2.5.4.2 Avaliacdo do efeito da inibicdo da sintese do NO (L-NAME) sobre a

resposta vasorelaxante induzida pelo EACL em aorta

Na avaliacdo da participacdo do oxido nitrico no efeito do EACL, o L-NAME
(100uM), um inibidor competitivo da sintase do NO (MONCADA; HIGGS, 1993), era
adicionado as cubas contendo anéis de aorta com endotélio intacto (n= 6 / 2 animais), e
ficava incubado por 30 min. Na sequéncia foi induzida uma contracéo pela FEN (1uM)
e na fase tonica foi feita a adicdo cumulativa do extrato (Figura 8). As respostas

induzidas pelo 0 EACL antes e apds a incubacdo com L-NAME eram estimadas.
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4.2.5.4.3 Avaliacdo do efeito do bloqueio muscarinico (atropina) sobre a resposta

vasorelaxante induzida pelo EACL em aorta

Para avaliar a participacdo dos receptores muscarinicos no efeito do EACL, a
atropina (1uM), um antagonista muscarinico ndo seletivo (MITCHELSON, 1984) era
adicionada as cubas contendo o grupo (n= 6 / 2 animais) de anéis com endotélio intacto,
e ficavam incubados por 15 min. na presenca da atropina. Apds foi adicionada FEN
(1uM) para induzir uma contracdo. Na fase tonica foi adicionado o extrato de forma
cumulativa (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/ml) (Figura 10). As respostas induzidas
pelo EACL antes e apds a incubagdo com atropina foram estimadas.

4.2.5.4.4 Avaliacdo do efeito da inibicdo da COX (indometacina) sobre a resposta

vasorelaxante induzida pelo EACL em aorta

Para verificar a influéncia de alguns metabolitos do &cido araquidénico no efeito
do EACL, um inibidor n&o seletivo COX (CLARK e FUCHS, 1997), a indometacina
(10 uM), foi adicionada as cubas com anéis de aorta com endotélio intacto (n= 6/ 2
animais) e foi incubada por 30 min. Apds uma contracédo foi induzida pela FEN (1uM) e
na fase tonica feita a adicdo cumulativa do EACL (Figura 10). As respostas induzidas

pelo EACL antes e ap0s a incubacdo com indometacina eram estimadas.

Figura 10: Protocolo experimental da avaliacdo do efeito relaxante do EACL sobre o
blogueio de fatores relaxantes derivados do endotélio funcional em anéis de artéria
aorta.
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4.2.5.4.5 Avaliacdo da atividade do EACL sobre contragdes induzidas por KCI

Para avaliar a participagio de canais de Ca?* operados por voltagem (VOCC’s) e
de canais de K*, ap6s os procedimentos prévios relativos ao equilibrio das preparacoes e
verificacdo do endotélio vascular, em experimentos distintos, foram obtidas contragdes
induzidas pelo KCI 80 mM ou pelo KCI 20 mM, sobre as quais foram feitas a adi¢des
cumulativas do EACL (1, 10, 100, 300 e 1000 pg/mL). As respostas do EACL sobre as
contragbes promovidas por cada um dos agente foram estimadas. Os valores

individuais de CE50 foram calculados e comparados estatisticamente.

4.2.5.4.5.1 Avaliacdo do bloqueio parcial do efluxo dos ions K* sobre a resposta
relaxante induzida pelo EACL em anéis de aorta isolada de rato
desprovida de endotélio

Na caracterizacdo da acdo do EACL sobre o bloqueio parcial da saida de K* em
anéis desprovidos de endotélio, o0 KB era substituido pela solucdo despolarizante com
20 mM de KCI e mantidas por 30 minutos. Em seguida, uma curva concentragédo-
resposta foi obtida pela adicdo cumulativa de EACL ao meio (Figura 9). Os resultados
eram analisados comparando-se as EC50 obtidas nas curvas com preparacao de solugédo
despolarizante com 20 mM de KCI e na auséncia destas (controle), das diferentes

concentracdes do EACL.

4.2.5.4.5.2 Avaliacdo da abertura dos canais de Ca?* operados por voltagem sobre a
resposta relaxante induzida pelo EACL em anéis de aorta isolada de rato
desprovida de endotélio

Na verificacdo da acdo do EACL sobre o influxo de Ca?* em anéis desprovidos
de endotélio, o KB era substituido pela solucdo despolarizante com 80 mM de KCI e
mantidas por 30 minutos. Em seguida, uma curva concentragdo-resposta foi obtida pela
adicdo cumulativa de EACL ao meio (Figura 11). Os resultados eram analisados
comparando-se as EC50 obtidas nas curvas com preparacdo de solugdo despolarizante
com 80 mM de KCI e na auséncia destas (controle), das diferentes concentragdes do
EACL.
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Figura 11: Esquema representativo do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de concentracdes crescentes de EACL em anéis desprovidos de endotélio (E’) e pré-
contraidos com KCI 80 mM ou de KCI 20 mM. E = estabiliza¢cdo (60 min.) L =
lavagem da preparacdo com KB.
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4.3 Analise Estatistica

Para os resultados in vivo os resultados também foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM, n = 6 por grupo). A significancia (P < 0,05) dos resultados
foi determinada pelo uso de testes T de Student (pareado ou néo pareado) e andlise de
variancia a duas vias (tratamento x doses).

Para o0s experimentos in vitro todos os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM, n = 6 por grupo). O valor da EC50 (média geométrica +
95% intervalo de confianca), definido como a concentracdo do extrato requerida para
produzir 50% da reducdo da resposta maxima da contracdo induzida por K* (ou FEN),
foi utilizado para avaliar a sensibilidade vascular.

A significancia (P < 0,05) dos resultados foi determinada pelo uso de testes T de
Student (pareado ou ndo pareado) e analise de varidncia a uma via (concentracfes ou

grupos). Os dados foram analisados atraves do programa GraphPad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 TOXICIDADE AGUDA

A avaliacdo da toxicidade aguda demonstrou que EACL ndo produziu alteracdes
de importancia clinica. Nos estudos comportamentais nenhum animal morreu e néo
apresentaram alteracbes comportamentais importantes para esta avaliagdo decorrentes
da administracao desse extrato.

O grupo que recebeu a dose de 2000 mg/kg ndo apresentou alteracdes
comportamentais decorrentes do tratamento. Nos dias subsequentes, até o décimo
quinto dia, 0 grupo permaneceu sem altera¢cdes comportamentais. Em virtude de ndo ter
ocorrido morte em decorréncia da administracdo do EACL na dose de 2000 mg/kg, foi
avaliada a dose de 5000 mg/kg. Nesta dose houve sedacdo na primeira hora em apenas
um animal do grupo, nas horas e dias subsequentes permaneceram sem alteracoes

comportamentais.

5.2 EXPERIMENTOS IN VIVO
5.2.1 Efeito do EACL sobre a Pressdo Arterial Média (PAM) e
Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos ndo-anestesiados

Os valores basais de PAM e FC nos animais controle antes da administracdo do
EACL foram de 106 = 7 mmHg e 425 £ 10 bpm, respectivamente. A administracdo de
EACL (5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) induziu uma resposta, dose-dependente,
caracterizada inicialmente por uma hipotensdo (34 £ 3; 55 + 3; 54 £ 2; 68 + 4 %, n=6) e
bradicardia (72 + 3; 73 £ 4; 91 £ 5; 82 + 2 %, n=6) (Figuras 12 e 13).

Figura 12: Registro original mostrando o efeito de doses crescentes do EACL (5, 10, 20
e 40 mg/kg, i.v.) sobre a PAM e FC em rato ndo-anestesiado.
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Figura 13: Efeito hipotensor e bradicérdico induzido pela administragdo aguda de doses
crescentes de EACL (5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) em ratos ndo-anestesiados. Os valores
estdo expressos como média = e.p.m. de 6 experimentos. p<0,0001 vs controle. (A)
percentual de queda de pressdo. (B) percentual de queda de batimentos cardiaacos.
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5.3 EXPERIMENTOS IN VITRO

5.3.1 Influéncia do endotélio vascular na atividade do EACL sobre
anéis de artéria aorta isolada de ratos normotensos pré-
contraidos com FEN

Em anéis de aorta toracica de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com

FEN (0,1 uM), as concentracgdes crescentes de EACL induziu significativo (p<0,01)
efeito relaxante (CEso = 4,32 + 0,05 pug/mL). Os efeitos vasorrelaxantes ocorreram de
maneira dependente da concentracdo. A resposta de EACL foi significantemente
modificada pela remocdo do endotélio vascular dos anéis (CEso 134,20 + 1,80

png/mL) (Figuras 14 e 15).
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Figura 14: Tracado original mostrando o efeito de doses crescentes do EACL (1, 3, 10,
30, 100, 300 e 1000 png/mL) em anéis isolados de artéria aorta toracica de rato sem (A) e
com (B) endotélio e  pré-contraidos com 01 uM de FEN.
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Figura 15: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000
png/mL) sobre contragdes induzidas por FEN (0,1 uM) em anéis de aorta isolada de
ratos na presenca e na auséncia de endotélio funcional. **(p<0,01) versus E".
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5.3.2 Participacdo do NO no efeito relaxante em anéis de artéria aorta isolada de
ratos normotensos pre-contraidos com FEN
Apos inibicdo da enzima NO sintase pelo L-NAME, o efeito vasorelaxante de
EACL em anéis aorticos intactos foi significantemente (p>0,01) inibido apos incubacgao
(CEso= 126,5 + 2,35 pg/ml). Esse relaxamento foi semelhante ao obtido em anéis sem

endotélio vascular (ndo mostrado) (figura 16).

Figura 16: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30 ,100, 300 e 1000
pg/mL) em anéis de aorta torécica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos
com FEN (0,1uM), antes (controle E) e ap6s a inibicdo da NO sintase. **(p<0,01)
versus E*
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5.3.3 Envolvimento da via de producéo de Prostaciclinas no efeito relaxante do
EACL em aneis de artéria aorta isolada de ratos normotensos pré-
contraidos com FEN
Na presenca de indometacina (10 pM), um inibidor nédo-seletivo da COX, a

resposta relaxante induzida por EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL) em anéis

de aorta isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (0,1 uM) foi
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significativamente (p>0,0001) inibido apos incubagédo (ECso 124,60 * 0,05 pg/ml), esse
relaxamento foi semelhante ao obtido em anéis sem endotélio vascular (Figura 17).
Figura 17: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000

pg/mL) em anéis de aorta torécica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos
com FEN (0,1uM), antes (controle E™) e ap6s a inibicdo da cicloxigenase (COX-1).
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5.3.4 Envolvimento da via muscarinica no efeito relaxante do EACL em anéis de

artéria aorta isolada de ratos normotensos pré-contraidos com FEN

Na presenca da atropina (1uM), um antagonista ndo-seletivo dos receptores
muscarinicos, a resposta relaxante induzida pelo EACL em anéis de aorta toracica
isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraido por FEN foi significantemente
atenuada (CEso= 437,10 + 0,20 pg/mL) (Figura 18). Os valores de CEso foram
significativamente (p>0,01) diferentes sobre os anéis com endotélio intacto antes da
incubacgéo (CEso= 4,32+0,05 pg/mL).
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Figura 18: Curva concentragdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000
pg/mL) em anéis de aorta toracica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos
com FEN (0,1uM), antes (controle E*) e ap6s a incubagdo com atropina (1uM).
**(p<0,01) versus E*.
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5.3.5 Efeito do EACL sobre a contracdo dada pelo represamento ao efluxo do K*
intracelular

A incubacdo da preparacdo por com KCI 20 ndo alterou significativamente o
tébnus basal dos anéis (resultados ndo mostrados). Na presenca de KCI 20 a reposta
relaxante induzida por EACL em anéis de aorta torécica isolada de ratos desprovida de
endotélio foi menor (57% de relaxamento) do que aqueles anéis desprovidos de
endotélio antes da incubacdo (p>0,01). Na presenca de KCI 80 a reposta relaxante
induzida por EACL em anéis de aorta toracica isolada de ratos desprovida de endotélio
foi menor (31,56%) do que aqueles anéis desprovidos de endotélio antes da incubacéo
(100,00% de relaxamento) (p>0,01) e menor ainda em relagdo aos anéis incubados com
KCI 20 (figural9).
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Figura 19: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000
png/mL) em anéis sem endotélio de aorta toracica isolada de rato pré-contraidos com
FEN, KCI 20 e 80. **(p<0,01) versus FEN. #(p<0, 01) versus KCI 20.
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6. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a administracdo aguda de EACL, de forma geral,
ndo produziu efeitos toxicos em camundongos Swiss adultos, uma vez que durante o
tratamento agudo, nenhum sinal de importancia clinica para avaliacdo da toxicidade foi
observado. Neste estudo ndo foi possivel determinar a dose letal 50% (DL50) de EACL
devido auséncia de morte dos animais durante os 14 dias apds administracéo do extrato.
Em comparacdo com o grupo controle, nenhum grupo apresentou diferenca significativa
relacionada ao ganho de peso durante todos os dias de tratamento.

Em animais ndo-anestesiados, a administracdo aguda de EACL foi caracterizada
por hipotensao e bradicardia intensa. Uma das hipOteses para explicar este efeito seria
por diminuicao da resisténcia vascular periférica através da ativacdo direta de receptores
muscarinicos do tipo My, presentes no corag¢do, uma vez que esses ativados reduzem a
frequéncia e forga da contracdo cardiaca (VENTURA et al., 2010). A estimulacdo de
receptores muscarinicos localizados nas células endoteliais vasculares, produz
hipotensdo como consequéncia de uma intensa vasodilatacdo (BRUNNING et al., 1994)
pelo um aumento na [Ca2*]i, promovendo a formacéo e liberacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDE) (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980), principalmente
NO (MONCADA et al.,, 1991). Vaérios estudos usando antagonistas muscarinicos
seletivos demonstram que o subtipo de receptor muscarinico envolvido nestas respostas
¢ 0 M3z (ENGLEN e WHITING, 1985; CHOO et al., 1986; CAULFIELD, 1993;
SAWADA et al., 1994; SAWAYER et al., 1999).

Outra hipotese para 0 mecanismo deste efeito seria o blogueio dos receptores
adrenérgicos cardiacos, mais especificamente do tipo Bi, bloqueio este que causa
reducdo da frequéncia cardiaca e da contratilidade, com a consequente reducdo do
débito cardiaco (BORTOLOTTO,2010).

Para compreender melhor e confirmar a natureza do efeito hipotensor observado
nos experimentos in vivo, utilizamos o modelo experimental in vitro de artéria aorta
isolada e perfundida de rato (TANAKA et al., 1999).

O endotélio vascular é formado por uma camada de células revestindo e
controlando o ténus da musculatura lisa vascular pela producdo de mediadores que
podem produzir vasodilatagdo ou vasoconstricio (CARVALHO, et al.,, 2001). Em
condicdes fisiologicas existe um controle na liberacdo desses mediadores, prevalecendo

o efeito dos agentes relaxantes (MEDEIROS, 2008 — tese). Esses agentes incluem NO,
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fator de hiperpolarizacdo derivado do endotélio (EDHF), prostaciclina e PGEg;
compostos que induzem vasoconstricdo — endotelina-1 (ET1), PGH., tromboxano A:
(TX A2) e anions superdxido (02) (BATLOUNI, 2001).

Neste modelo, 0 EACL induziu relaxamento concentracao-dependente em anéis
de artéria aorta toracica de rato pré-contraidas com FEN, com valor de CE50 = 4,32 +
0,05 ug/mL. Resultados semelhante ao encontrado neste estudo é descrito no estudo de
Adaramoye, et al., (2009), mostrando um potente efeito relaxante em artéria
mesentérica isolada de ratos do extrato metandlico do rizoma de Curcuma longa, com
consequente efeito relaxante dependente da concentracdo e independente do endotélio
vascular.

Diante dos achados, partiu-se para investigacdo mais especifica da influéncia dos
fatores endoteliais, no que concerne aos mecanismos de acdo envolvidos dentre 0s
diversos agentes relaxantes derivados desse tecido. O NO tem se pronunciado como o
principal fator relaxante derivado do endotélio vascular (CARVALHO et al., 2001),
sendo este, produzido no endotélio com funcdo vasodilatadora fisiologica (FILHO e
ZILBERSTEIN, 2000). Ele atravessa o espaco do endotélio para o musculo liso
vascular promovendo o relaxamento das células da musculatura lisa vascular
(CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002).

O efeito de EACL frente a inibicdo da enzima NO-sintase com o L-NAME, que
impede a producgéo de NO, foi atenuado e (CEso=126,5 + 2,35 pg/ml) (Figural6), assim
como nos anéis apos a retirada do endotélio na curva concentracdo-resposta (CEso
134,20 £ 1,80 pg/mL), sugerindo que EACL age de forma muito dependente do
endotélio vascular e pela via do NO, ja que o efeito foi diminuido.

Mesmo com o grande envolvimento do NO é possivel sugerir pelo relaxamento
ndo ser abolido completamente, que ha outras vias de acdo do EACL, desta forma, para
analisar o envolvimento dos receptores muscarinicos no efeito relaxante do EACL, foi
realizado um antagonismo utilizando a atropina (1pM), um antagonista nao seletivo dos
receptores muscarinicos (JAISWAL et al., 1991). Nesta preparacao a resposta relaxante
induzida pelo EACL em anéis de aorta torécica isolada de rato com endotélio intacto e
pré-contraido por FEN (0,1 uM) foi significantemente reduzida a ponto de ndo haver
relaxamento nem nas ultimas concentragfes (ECso 124,60 + 0,05 pg/ml), sugerindo
assim que a acdo dos receptores muscarinicos estd extremamente envolvida na

expressdo deste efeito.
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E muito bem descrito na literatura que os eicosandides, principalmente as
prostaciclinas (PGI2), sdo potentes vasodilatadores tanto dependentes quanto
independentes de endotélio (SHULZ e TRIGGLE, 1994) e participam ativamente no
controle local do ténus vascular. A participacdo dos produtos da ciclooxigenase, enzima
responsavel pela sintese das prostaglandinas, também foi avaliada utilizando a
indometacina. A resposta relaxante induzida por EACL foi significativamente inibido
apos incubacdo (CEso= 331,70 £ 0,02 pg/ml), sugerindo entdo que o efeito de EACL

também esté relacionado pela via das prostaciclinas (figura 20).

Figura 20: Cascata de sintese de prostaglandinas.

Fosfolipideos

Fosfolipase A2 l

Acido araquidfnico

Lipooxigenase Ciclooxigenase
| Leucotrienos | | Tromboxano | | Prostaglandinas |
“Prostaglandina “Prostaglandina
fisiolagica® patoldgica"
(CO¥:1 constitutiva) (COX-2 indutiva)

Fonte: ILARIO, 2006.

A prostaciclina ou prostaglandina I> é sintetizada pelas células endoteliais a
partir do acido araquidénico, sendo uma vez liberada, essa substancia produz
vasodilatacdo local, constituindo assim, o inibidor natural mais potente da adeséo e
agregacdo plaquetaria (CARDOSO, et al., 2012). Sugere-se entdo, que 0s produtos
formados a partir da via da ciclooxigenase participam de algum modo no efeito de
EACL em musculo liso vascular.

Neste protocolo, observamos que a indometacina inibiu significantemente a
resposta vasorelaxante induzida por EACL, sugerindo que esta via estd implicada na
expressao deste efeito. Estes resultados em conjunto, indicam que a liberagéo de fatores
relaxantes derivados do endotelio, principalmente receptores muscarinicos, além de NO

e prostaglandinas, tem um papel importante na resposta vasorelaxante de EACL.
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Também em anéis desprovidos de endotélio o EACL embora menos expressivo,
continuou apresentando atividade relaxante significativa, entdo para verificar possivel
envolvimento de canais i6nicos no efeito de EACL foram realizados experimentos onde
os anéis foram contraidos com KCI 20 mM e KCI 80 mM.

A atividade dos canais de potéssio consiste em um mecanismo essencial na
regulagdo do potencial de membrana das células musculares vasculares, sendo um
determinante importante do ténus vascular (FARACI et al., 1998) A abertura de um
canal de potassio presente na membrana das células musculares vasculares provoca um
aumento da saida de ions do meio intracelular para o meio extracelular causando
hiperpolarizacdo da membrana celular (SOBEY, 2001). Esta condi¢do em que a célula
se encontra, bloqueia canais de Ca?* dependentes da voltagem e consequente
diminuicdo da entrada de ions Ca®* para o meio intracelular, causando o relaxamento
vascular (FARACI et al., 1998). De forma contraria, o fechamento de um canal de
potassio causa um estado de despolarizacéo, abertura de canais de Ca®* dependentes da
voltagem, aumento de Ca?* intracelular e vasoconstricao.

Esse mecanismo de relaxamento e contracdo do musculo liso difere quanto ao
mecanismo de acdo da fenilefrina, que estimula diretamente os receptores o-
adrenérgicos da proteina G (SILVEIRA, 2014), agindo via fosfolipase C, aumentando
os niveis de 1Pz e ocasionando liberagdo do Ca?" intracelular provocando a contragio
muscular (CANDIDO, 2015).

A resposta relaxante induzida por EACL em anéis pré-contraidos com FEN
sendo maior que o relaxamento causado por EACL frente a contracdo com KCI 20 mM
sendo menor (57,00%) que a contracdo provocada pela FEN (100%), e ainda o
relaxamento provocado frente a contracdo com KCI 80 mM sendo menor ainda em
relacdo a esses mesmos anéis contraidos com FEN, sugere que parte do efeito relaxante
de EACL esta relacionada a influéncia que o extrato parece ter na abertura de canais
ibnicos e principalmente sobre canais de K*, uma vez que a hiperpolarizacdo da
membrana das células do musculo liso pode ser produzida por agentes que abrem 0s
canais de K", levando ao efluxo de K* da célula (GURNEY, 1994; CUNHA, 2004).

A contragdo induzida por K* em aorta parece ser inteiramente dependente do
influxo de Ca?* através de VOCC’s, sendo sua contragdo inibida pela remogdo do Ca?*
do meio externo e pelos blogueadores destes canais (KARAKI & WEISS, 1988;
CUNHA, 2004). Ao mesmo tempo em que abertura de canais de Ca?" pode ser

requerida por um processo de despolarizagdo de membrana, os agentes que produzem
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hiperpolarizacdo de membrana podem causar o fechamento dos canais de Ca®"
reduzindo o influxo de Ca?" promovendo o relaxamento do musculo liso
(BADMINTON, et al., 1996). Neste sentido, sugere-se que EACL ndo apresentou uma
acao como blogueador de VOCC’s, por ndo inibir de maneira concentracdo-dependente
as respostas contrateis induzidas por elevado K*.

O efeito do EACL parece ser significativamente devido as suas atividades
ligadas a fatores relaxantes derivadas do endotélio vascular com discreta influéncia

sobre o bloqueio de VOCC'’s e abertura de canais de K* ainda mais expressivo.
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo, fazendo uso de abordagens in vivo e in vitro,

demonstrou que:

EACL diminui significativamente a pressdao arterial com concomitante

diminuicédo da frequéncia cardiaca em ratos ndo anestesiados.

Na avaliagdo dos efeitos vasculares in vitro foi verificado que EACL induz
relaxamento significativo em anéis de artéria aorta toracica de rato normotenso,
tanto na presenga como na auséncia do endotélio vascular, sendo mais

expressivo em anéis com endotélio.

O vasorelaxamento induzido por EACL parece envolver fatores relaxantes
derivados do endotélio, como a via de producdo das prostaciclinas, receptores
muscarinicos e principalmente a via de producéo de NO.

O efeito de EACL parece ter significativo envolvimento de canais i6nicos,
parecendo agir com maior magnitude na abertura de canais de K" do que
bloqueio de canais de Ca®" operados por voltagem, mesmo este efeito sendo
significativo em ambos.

EACL ndo apresentou indicios de toxicidade nas concentraces administradas.
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9. ANEXOS

ANEXO I: Curcuma longa abole contra¢@es induzidas por fenilefrina em artéria aorta
isolada de ratos

ARTIGO SUBMETIDO
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Curcuma longa abole contracgdes induzidas por fenilefrina em artéria
aorta isolada de ratos

Resumo

Fundamentos: Curcuma longa possui efeitos bioldgicos. Suas atividades cardiovasculares ainda
n&o foram estudadas.

Obijetivos: Investigar os efeitos vasorrelaxantes do extrato aquoso de Curcuma longa (EACL).
Métodos: Anéis de aorta toracica isolada de ratos normotensos, com ou sem endotélio, medindo
4 mm, eram montados em cubas, fixados a um transdutor, imersos em solucdo Krebs a 37 °C,
aeradas por mistura carbogénica e estabilizados por 1 h, sob tensdo de 1 grama, em um sistema
de registro de dados. Sobre uma contragéo por Fenilefrina, era feita a incubacdo do EACL (1, 3,
10, 30, 100, 300 e 1000 pg/ml) antes e ap06s a incubacdo de atropina ou de L-name ou de
indometacina. Do mesmo modo, testaram-se concentracbes do EACL sobre contracdes por
elevacdo de K* extracelular.

Resultados: EACL induziu vasorelaxamento significativo (p<0,01). O efeito foi
significativamente dependente do endotélio vascular (CEsp = 4,324+0,05 pg/mL). Apos inibigdo
da via de producdo do NO a CEsy foi para 126,50+2,35 pg/ml, apés inibigdo da produgdo
prostaciclinas, para 124,6+0,05 pg/ml e ap6s o bloqueio muscarinico para 437,10+0,2 pg/mL.
A abertura de canais de K* (relaxamento de 56,98%) e bloqueio a VOCC'’s (relaxamento de
31,56%), foram significativamente evidentes.

Conclusdo: EACL induziu vasorelaxamento significativo, sendo mais expressivo na presenca de
endotélio. A via muscarinica parece ser a principal envolvida nesse efeito, seguida pela via da
producdo de NO e das Prostaciclinas. A abertura de canais de K* pelo EACL parece ter maior
expressdo do que seu bloqueio a VOCC’s.

Introducéo

Segundo a Organizacdo mundial de saide (OMS) e a Organizagdo Pan-Americana de
salde (OPAS) as cardiopatias constituem uma das maiores causas de morte no mundo?! e em
paises de baixa e média renda mais de trés quartos das mortes sdo por doencas
cardiovasculares'?.

A hipertensdo arterial € o principal fator de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, atingindo mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo®*°. A utilizagdo de
medicamentos alopéticos tem sido a principal forma terapéutica de combate a hipertensdo
arterial e consequentemente a todos 0s outros agravos dela decorrentes, mesmo sabendo que um
dos maiores problemas dessa opg¢éo de tratamento s@o os efeitos colaterais apresentados pelos
medicamentos®.

Recentemente, mais atencdo tem sido dada ao uso de plantas medicinais na atenuacéo
dos danos de diversas doencas, inclusive a hipertensdo arterial®’. Curcuma longa Linnaeus da
familia Zingiberaceae de origem Malaio-Indigena®, popularmente conhecida como Gengibre
Amarelo ou Acafrdo, seu rizoma é largamente utilizado como corante na culindria de muitos
paises, suas folhas sdo usadas para embrulhar peixe e conferir aroma e sabor tanto no cozimento
como no assado®. Possui propriedades cardioprotetora®®, antinflamatérial'*?, antimicrobiana®?,
antiproliferativa®, antioxidade!4, antifingica'® e vasorelaxante!®. Apesar de sua ampla
utilizacdo, poucas informagdes estdo disponiveis sobre seus efeitos e mecanismo de sua
atividade no sistema cardiovascular. O presente estudo tem por objetivo a investigacdo de
atividades do extrato aquoso de Curcuma longa (EACL) sobre contragdes induzidas por FEN
em artéria aorta torécica isolada de ratos normotensos.
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Meétodos
Preparacéo do extrato de Curcuma longa L.

A planta foi coletada em uma propriedade particular localizada em Vila Campinas,
Ramal das chacaras, no municipio de Placido de Castro, no estado do Acre. Um espécime de
voucher foi depositado no herbario da Universidade Federal do Acre (UFAC), com numero
20002. As folhas com aparéncia saudavel foram selecionadas, lavadas com &gua corrente e
colocadas em estufa a temperatura de 40 ° C por 48 horas, onde ocorreu a desidratagdo e em
seguida trituradas em moinho tipo faca na Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL) da
Universidade Federal do Acre. Para a obtengéo do extrato aquoso de Curcuma Longa (EACL),
4 litros de &gua destilada com 370 gramas do triturado foram colocados em baldo de fundo
redondo com capacidade de 5 litros, sendo aquecido durante 10 minutos a temperatura de 100
°C, seguido de filtracdo. O filtrado foi liofilizado, armazenado em frasco de vidro &mbar e
conservado sob refrigeracdo a 4 °C.

Drogas

Foram utilizadas Cloridrato de fenilefrina (FEN), Sulfato de atropina, Cloreto de
acetilcolina (ACh), NC-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) e Indometacina, todos da
SIGMA-ALDRICH. As soluc@es estoques de indometacina foram dissolvidas juntamente com
bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 5 N em agua destilada. As demais drogas, inclusive o EACL
e solugdes foram diluidas em &gua destilada. O meio de perfusdo que foi usado foi a solugdo
nutritiva de Krebs Henseleit, contendo em mM: NaCl (118,4); KCI (4,75); KH2PO4 (1,18);
NaHCO; (25); MgSO, (1,18); CaCl, (1,9) e glicose (5). A solucdo nutritiva teve pH ajustado
entre 7,3 e 7,4 através de HCI 1M ou NaOH 1M. As concentracbes do EACL usadas
cumulativamente em todos os experimentos foram invariavelmente 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000
pg/ml, para um “n” sempre igual a 6. Em todos os protocolos experimentais as concentracoes
utilizadas de FEN e ACh foram de 0,1uM.

Ensaio da Toxicidade

Para verificar possiveis efeitos tdxicos do EACL foi utilizado parametro do Teste da
Dose Fixa (TDF), de acordo com a Acute Toxic Class Method 2001 (OECD)Y. Nesse teste,
camundongos foram deixados em jejum 12 horas antes do experimento e foram dividos em 3
grupos (n=6) ditos como grupo 1 (controle), 2 (dose de 2000 mg/kg) e 3 (dose de 5000 mg/kg).
No grupo 1 foi administrada somente solucdo salina e no grupo 2 a dose de 2000 mg/kg. Na
auséncia de letalidade ou toxicidade era entdo administrada a dose de 5000 mg/kg no grupo 3. A
toxicidade avaliada mediante observacdo dos pardmetros comportamentais descritos no teste
hipocratico de Malone e Robichaud (1962)%: atencdo, alerta, analgesia, atividade motora
espontanea, locomogdo, falta de apetite, apatia, resposta ao tato, piloere¢do, ptose, frequéncia
respiratoria, cianose, estereotipia, contorcdo, agressividade, ataxia, postura, sudorese, miccao,
diarréia e convuls&o.

Os parametros foram observados a cada 60 minutos durante 3 horas depois da
adminstracdo do extrato. Posteriormente, foram também observados em 24, 48, 72 horas e no
15° dia. Ao final das observacBGes todos os animais foram eutanasiados de acordo com as
diretrizes da pratica de eutanasia do conselho nacional de controle de experimentacdo animal —
CONCEA. No ato do sacrificio foram utilizados barbitUricos e anestésicos tradicionais, de
efeito rapido, suave e com minimo desconforto para os animais, farmacos estes que sdo potentes
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depressores do Sistema Nervoso Central, cujos efeitos sdo amplamente conhecidos e
previsiveis.

Preparacdo e montagem do anel vascular

Ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, machos, pesando de 200 a 300g
eram eutanasiados por deslocamento cervical e entdo realizada a incisdo ventral com abertura da
caixa toracica por excisdo do esterno e de parte das costelas, para visualizacdo e retirada dos
Orgdos intratoracicos. A aorta toracica era retirada e transferida para uma placa de Petri
contendo solucdo nutritiva de Krebs para limpeza por remocao do tecido adiposo e do tecido
conectivo aderido ao segmento da artéria. O segmento da artéria era fracionado em anéis de 4
mm e montado entre 2 hastes metalicas triangulares, um dos lados da haste era introduzido na
luz do anel, sendo o vértice oposto ao anel, por um fio de algoddo, fixado a um transdutor de
forca isométrica (AdInstruments) onde recebia uma tensdo inicial de 1g.

A montagem contendo os anéis de aorta era imersa em solucdo nutritiva de Krebs em
cubas individuais mantidas a 37 °C e aerados continuamente por carbogénio (mistura de 95% de
O, + 5% de CO,), com substituicdo da solucdo a cada 15 minutos para minimizagdo de
metabdlitos. Os dados das variagbes da tensdo, em fungdo da reatividade do tecido a
administracdo das drogas eram obtidos apds conversdo dos sinais elétricos captados pelo
transdutor em sinais digitais e transmitidos, por um amplificador-registrador (AdInstruments),
para um computador.

As preparagOes de aorta de todos 0s experimentos eram preliminarmente estabilizadas
durante 1 hora na solucéo de Krebs e constantemente submetidas a uma tenséo passiva de 1 g.
Todos os protocolos foram realizados de acordo com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFAC (Universidade Federal do Acre) com o ndmero
23107.018498/2016-40. Os registros das variacdes do grau de contracdo da musculatura lisa
eram mandados para um microcomputador, nele processados e armazenados no software
Protowin organ baths (Pan Lab) para posterior tratamento analitico e estatistico.

Avaliacao da atividade do EACL em anéis de aorta com e sem endotélio contraidos com
Fenilefrina

Imediatamente apos o periodo de estabilizagdo (1hora) das preparacoes, a verificacdo da
presenca (E*) ou auséncia (E") de endotélio funcional nos anéis era feita por meio da adicao de
ACh sobre o platd da fase tdnica sustentada da contracdo induzida por de FEN, ficando
estabelecido como anéis (E*) aqueles cujos percentuais de relaxamento induzidos pela ACh
fossem iguais ou superiores a 70 % e (E"), os menores que 5 % de relaxamento. Os tecidos

preparados nas cubas eram novamente contraidos FEN e, decorridos cinco a sete minutos de
sustentacdo da fase tbnica da contragdo, concentragdes crescentes do EACL (1, 3, 10, 30, 100,
300 e 1000 pg/ml) eram adicionadas nas preparagdes contendo anéis (E*) ou nas contendo anéis

(E). A porcentagem de relaxamento foi determinada através da comparacdo dos valores da

contracdo da FEN antes e apos adi¢do cumulativa do extrato e também pelos valores calculados
das CE50.



66

Avaliacdo do efeito de EACL ap06s inibicdo das enzimas da via da producdo do éxido
nitrico (NO), da via de producdo das Prostaciclinas (PGE. e PGIl;) e do boqueio
muscarinico endotelial

Em preparagdes contendo anéis (E*), era feita a administragdo cumulativa do EACL
sobre o platd da contracdo induzida pela FEN, antes e depois do L-NAME (100 uM) incubado
durante 30 minutos, para avalia¢do do envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito do EACL.
Para avaliar o envolvimento das prostaciclinas, do mesmo modo, a indometacina (10 uM), ao
invés do L-NAME, era incubada também por 30 minutos. Para verificar a também possivel
participacdo dos receptores muscarinos, seguindo o mesmo protocolo experimental, era
previamente feita a incubacdo de atropina (1 uM) por 15 minutos ao invés dos dois inibidores
de enzimas.

Avaliacao da atividade do EACL em anéis de aorta contraidos com KCI

Para avaliar o envolvimento de canais ibnicos foram realizados experimentos

utilizando-se anéis (E'). Nessas abordagens, apoOs estabilizacdo das preparacfes e outros
procedimentos preliminares obrigatorios, ao invés da contracdo por FEN, eram produzidas
contragdes induzidas por elevacdo da concentragdo de K* no banho — meio extracelular ([K*]e),
operacdo realizada com solugdo KCI 20 mM ou KCI 80 mM, em montagens individuais
distintas e, no platd delas, feita a administracdo cumulativa de concentragdes crescentes do
EACL.

Analise estatistica

Todos os pontos plotados nos graficos estdo expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) de um n=6 para cada concentracdo de um mesmo grupo da mesma natureza. Os
valores de CEso das curvas concentragcdo-resposta individuais foram calculados pelos valores
médios para cada concentracdo utilizada, dentro de um mesmo tipo de abordagem, a partir de
regressao nao-linear, e entdo, feitas as comparagdes estatisticas. As diferencas estatisticas entre
as médias dos resultados foram determinadas pelo teste t de Student pareado e, quando
apropriado (para comparagdes maltiplas), pela anélise de variancia (ANOVA). As anélises e
representacdes foram feitas no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA), sendo significativo quando p < 0,05.

Resultados
Toxicidade

Nos estudos de toxicidade nenhum animal morreu ou apresentou alteracOes
comportamentais deletérias capazes de comprometer os limites da normalidade (dados ndo
mostrados). O grupo que recebeu a dose de 2000 mg/kg, mesmo até o décimo quinto dia de
observacédo, permaneceu sem qualquer alteracdo devida ao tratamento. Na dose de 5000 mg/kg
houve leve sedacdo na primeira hora apds administracdo do extrato em apenas um animal do
grupo. Nas horas e dias subsequentes nenhum animal apresentou qualquer alteracdo
comportamental ou morreu. Assim é que EACL ndo apresentou alteracBes de importancia
clinica nos animais submetidos aos tratamentos.

Influéncia do endotélio vascular na atividade do EACL sobre anéis de artéria aorta
isolada de ratos normotensos pré-contraidos com FEN
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Em anéis (E*) EACL aboliu as contragfes induzidas com FEN. A administracdo de
concentracdes crescentes do EACL induziram significativo (p<0,01) efeito relaxante (CEsp =
4,32+0,05 pg/mL). O vasorelaxamento ocorreu de modo dependente da concentragcdo. A
resposta de EACL foi significativamente (p<0,01) modificada pela remocdo do endotélio
vascular (ECso = 134,20+1,80 pg/mL), indicando que o efeito do EACL é muito dependente de
fatores derivados do endotélio vascular (Figura 1).

N
A
1

-~ Endotélio presente
(CEsq= 4,32+0,05 pug/ml)

-# Endotélio ausente**
(CEgo= 134,20+1,80 ng/ml)

% RELAXAMENTO
(<1
e

~
(3,
L

1004

1 10 100 1000
EACL Lig/ml

Figura 1: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL) sobre
contracOes induzidas por FEN (0,1 uM) em anéis de aorta isolada de ratos na presenca e na auséncia de
endotélio funcional. ™ (p<0,01) versus (E*).

Participa¢do do NO no efeito relaxante do EACL em anéis de artéria aorta isolada de
ratos normotensos pré-contraidos com FEN

Apos inibicdo da enzima NO sintase pelo L-NAME, o efeito vasorelaxante de EACL
em anéis aorticos intactos foi significativamente (p<0,01) inibido, evento comprovado pela
elevagédo da CEso antes 4,32+0,05 pg/ml para 126,50+2,35 pg/ml (figura 2), indicando claro
envolvimento da via da produgdo do NO no efeito do EACL.

Mesmo com o envolvimento do NO no efeito de EACL, por tratar-se de um extrato,
portanto um composto de muitas substancias, € possivel sugerir, que outras vias relaxantes
derivadas do endotélio possam também estar envolvidas na atividade vasorelaxante do EACL.
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Figura 2: Curva concentragdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30,100, 300 e 1000 pg/mL) em anéis de
aorta tordcica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (0,1uM), antes (controle
E*) e apds a inibicAo da NO sintase. **(p<0,01) versus E(*).

Envolvimento da via de producéo das prostaciclinas no efeito relaxante do EACL em anéis
de artéria aorta isolada de ratos normotensos pré-contraidos com FEN

Apo6s o bloqueio da sintese de prostaglandinas através da Indometacina, a resposta
vasorelaxante induzida por EACL foi significativamente (p<0,01) inibida apos incubacéo da
indometacina, fato revelado na elevagdo da CEspde 4,32+0,05 pg/ml para 124,6+0,05 pg/ml),
sugerindo que o efeito de EACL também é relacionado a via da producdo das prostaciclinas
(Figura 3).
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Figura 3: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL) em anéis de
aorta toracica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (0,1uM), antes (controle
E+) e apo6s a inibigdo da cicloxigenase (COX-1). **(p<0,01) versus E(+).
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Envolvimento da via muscarinica no efeito relaxante do EACL em anéis de artéria aorta
isolada de ratos normotensos pré-contraidos com FEN

Nessa abordagem, a resposta vasorelaxante induzida pelo EACL foi a mais
significativamente atenuada, como mostra a proeminente (p<0,01) elevacdo da CEso de
4,32+0,05 pg/mL para 437,10+0,2 pg/mL (figura 4). Esses dados sugerem que 0s receptores
muscarinicos parecem ser 0s mais significativamente implicados (p<0,01) no efeito
vasorelaxante induzido pelo EACL em aorta torécica isolada de ratos.
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Figura 4: Curva concentragao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL) em anéis de
aorta tordcica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (0,1uM), antes (controle
E*) e apds a incubag&o com atropina (1UM). **(p<0,01) versus E®).

Efeito do EACL sobre a contracdo dada pelo represamento ao efluxo do K* intracelular

Em anéis desprovidos de endotélio, ainda que com expressdo bem menor, EACL
continuou apresentando atividade vasorelaxante significativa (p<0,01). A reposta vasorelaxante
induzida por EACL em anéis de aorta toracica isolada de ratos pré-contraidos com KCLz mM
foi significativamente (p<0,01) menor que o relaxamento induzido por EACL sobre a contragdo

dada pela FEN em anéis (E") (figura 5). O percentual de vasorelaxamento sobre a contra¢do do

KCL2 mM foi 56,98% e de 31,56% sobre a contracdo do KCLgo mM. Nesse sentido, parece que
o efeito de EACL tem maior significancia na abertura de canais de K* do que do que no
bloqueio a canais de célcio operados por voltagem (VOCCS’s) (Figura 5).
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Figura 5: Curva concentracdo-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pug/mL) em anéis sem
endotélio de aorta toracica isolada de rato pré contraidos com FEN, KCL 20 e 80. **(p<0,01) versus
(FEN) #(p<0, 01) versus KCL 80.

Discussao

Na primeira abordagem (figura 1) com anéis (E*) e (E’), observou-se que o efeito do
EACL ¢é muito dependente de fatores derivados do endotélio vascular devido ao seu maior
relaxamento em aneis E*.

O endotélio vascular, pela camada de células que o reveste internamente, produz
substancias mediadoras de varias naturezas, que regula o ténus da musculatura lisa vascular®?,
H& um controle natural da liberacdo desses mediadores, no limite das fungdes fisiologicas a
liberacéo dos fatores relaxantes se antecipa a dos contracturantes®, sendo o NO o primeiro a ser
liberado, seguido pelas prostaciclinas e por outros agentes relaxantes derivados do endotélio?.

O NO, produzido pelas células endoteliais com funcéo vasodilatadora fisioldgica??% em
muitos estudos tem se pronunciado como o principal fator relaxante derivado do endotélio
vascular. Ele atravessa o espa¢co do endotélio para o masculo liso vascular promovendo o
relaxamento das células dessa musculatura?*, atua por estimulagéo da guanilil ciclase da fragdo
soltvel do citoplasma, a transformacéo de Guanosina trifosfato (GTP) em Monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc), que é o segundo mensageiro responsavel pelo efeito relaxante vascular®.

Na sintese de NO ocorre primeiramente a hidroxilagdo de um dos nitrogénios
guanidinos da L-arginina para gerar NG-hidroxi-L-arginina (NHA), depois ocorre a conversao
da NHA em NO e citrulina®. Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas por analogos da
L- arginina, como a NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-Lornitina (L-NIO),
NG-amino-L-arginina (L-NAA), NG-nitroL-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, o
NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME)?'. Estes anadlogos competem com a L-arginina e
agem como inibidores estereoespecificos da NOS 22,

Apos o blogueio da produgdo de NO (figura 2), verificou-se que no efeito EACL ha um
importante envolvimento do NO na producdo do relaxamento, porém, mesmo com tal
importancia do NO neste efeito, por tratar-se de um extrato, portanto um composto de muitas
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substancias, é possivel sugerir, que outras vias relaxantes derivadas do endotélio possam
também estar envolvidas na atividade vasorelaxante do EACL.

A partir do acido araquidénico, que é liberado dos fosfolipidios da membrana das
células endoteliais por fosfolipases ativadas (A, e C), e atraves da acdo das enzimas ciclo-
oxigenases (COX-1 e COX-2) as prostaglandinas sdo sintetizadas?®. Uma vez liberadas,
principalmente a PGIl, e PGE,, se difundem para as células musculares lisas promovendo
vasorrelaxamento por meio de receptores IP e EPs aumento do AMPc e reduzindo Ca?*
intracelular®.

O bloqueio da sintese das prostaglandinas vasorrelaxantes se da através da inativacéo
das enzimas que degradam o acido araquiddnico (COX-1 e COX2)%. A indometacina é um
inibidor ndo seletivo a producdo dessas prostaglandinas®. Diante deste blogueio realizado e a
diminuicao do efeito vasorelaxante do extrato mostrado na figura 3, é possivel sugerir também o
envolvimento das prostaglandinas.

Ainda no endotélio vascular estdo presentes os receptores muscarinicos que existem em
muitos tipos de células e participam da sinalizacdo celular logo que ativados pelo ligante
acetilcolina®. Aceita-se atualmente cinco subtipos de receptores muscarinicos, designados M1,
M2, M3, M4 e M5, sendo os receptores M3 que contribuem para a contragdo do musculo liso,
para a secre¢do glandular e para a secrecdo endotelial de NO, sendo através da producdo de NO
endotelial que a ACh tem efeitos vasodilatadores in vivo®. Para verificacéo do envolvimento da
via muscarinica no efeito relaxante do EACL, foi realizado o antagonismo dos receptores
muscarinicos por meio da incubagdo de atropina, um antagonista dos receptores muscarinicos
que age por competitividade nesses receptores, impedindo que a ACh se ligue e exerca sua
atividade. Nesta abordagem (figura 4), onde a resposta vasorelaxante de EACL foi mais
atenuada, aponta-se que 0s receptores muscarinicos parecem ser 0s mais significativamente
implicados (p<0,01) no efeito vasorelaxante induzido pelo EACL em aorta torécica isolada de
ratos.

A resposta relaxante em anéis (E) também foi importante nestas abordagens para
avaliar o possivel envolvimento de canais idnicos. A atividade dos canais K* consiste em um
mecanismo essencial na regulacéo do potencial de membrana das células musculares vasculares,
sendo um determinante importante do tonus vascular®®. A abertura de um canal de potéassio
presente na membrana das células musculares vasculares provoca um aumento da saida de ions
do meio intracelular para o0 meio extracelular causando hiperpolarizagdo da membrana celular e
entdo ha um bloqueio canais de Ca?* dependentes de voltagem e conseqiiente diminuicdo da
entrada de fons Ca?* para 0 meio intracelular, causando o relaxamento vascular®*34, De forma
contraria, o fechamento de canais de potassio causa um estado de despolarizacdo, abertura de
canais de Ca?* dependentes da voltagem, aumento da Ca?* intracelular e vasoconstricdo®.

Esse mecanismo de relaxamento e contracdo do musculo liso difere quanto ao
mecanismo de acdo da FEN, que estimula diretamente os receptores a-adrenérgicos da proteina
G, agindo via fosfolipase C, aumentando os niveis de IP3 e ocasionando liberacdo do Ca?*
intracelular provocando a contragdo muscular®.

Esses resultados mostrados na figura 5 apontam que parte do efeito relaxante de EACL

estd relacionado & influéncia que o extrato parece ter na abertura de canais i6nicos,
principalmente sobre canais de K*, uma vez que a hiperpolarizacdo da membrana das células do
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musculo liso pode ser produzida por agentes que abrem os canais de K*, levando ao efluxo de
K* da célula *®.

A contracéo induzida por K* em aorta parece ser dependente do influxo de Ca?* através
de VOCC’s, sendo sua contracdo inibida pela remocdo do Ca?* do meio externo e pelos
bloqueadores destes canais®”. Ao mesmo tempo em que a abertura de canais de Ca?* pode ser
requerida por um processo de despolarizacdo de membrana, os agentes que produzem
hiperpolarizagdo de membrana podem causar o fechamento dos canais de Ca?" reduzindo o
influxo de Ca?*, promovendo o relaxamento do musculo liso®,.

Canais idnicos parecem também envolvidos na significativa atividade vasorelaxante do
EACL, sendo maior sua expressdo na abertura de canais de K* do que no bloqueio a VOCC'’s.

Concluséao

EACL induziu vasorelaxamento significativo, sendo mais expressivo na presencga de
endotélio. A via muscarinica parece ser a principal envolvida nesse efeito, seguida pela via da
producdo de NO a das Prostaciclinas. A abertura de canais de K* pelo EACL parece ter maior
expressdo do que seu bloqueio & VOCC’s. EACL néo apresentou indicios de toxicidade nas
concentragdes administradas. Ha necessidade de maiores estudos sobre a fitoquimica do EACL,
bem como de melhor investigacdo farmacoldgica por meio de muitas outras abordagens e
modelos experimentais, em como pelo uso de ferramentas para elucidacdo dos mecanismos de
acdo assumidos pelo extrato.
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RESUMO I: Efeito relaxante de Curcuma longa (Agafrdo) em aorta toracica de isolada
de ratos.
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{mestrando pelo CITA); 3. Universidade Federal do Acre (meegtre pelo CITA); 4. Faculdade Meta
{professar dowtor); 5. Universidade Federal do Acre (professor anentadar).

Introdugio: O estudo das plantas utilizadas na medicina popular contribui de  forma
extremamente importante para © universo cientifico, possibilitando constatar seus possiveis
efeitos no trataments de doencas que se acometem no corpo social, como por exemplo a
hipertensio arterial. O objetive deste trabalho foi verificar o efeito relaxante do agafrie | Curcuma
langa) em aorta toracica isolada de ratos (AOTIR). Metodologia: Foi realizade extrato aguoso das
folhas de agafrio (EACL) e separados 2 animais (n= & anéis de aoria). Os animais foram
sacrificados e foi realizada a secgdo das aortas em tamanhos de 3 a § mm e entdo transferidas
para uma placa de Peiri com solugio de KREBS. Apds limpeza os anéis eram colocados no
banho de drgdos isolado para realizagdo da curva concentragdo resposta. Os anéis foram pré-
contraidos com Fenilefrina e para avaliar a participagdo do endotélio vascular foi adicionado
Acefilcolina e apos eram adicionadas concentragdes crescentes do extrato na cuba contendo os
anéis. A porcentagem de relaxamento foi determinada através da comparagdo dos valores da
contragdo da FEM antes e apds adigdo do extrato. Resultados e Discussio: As concentragies
crescentes de EACL induziu significativamente (p<0.05) efeito relaxante em AOTIR de maneira
dependente da concentragdo. A resposta de EACL foi significantemente modificada pela remogio
do endotélic dos anéis, sugerindo que o EACL age de maneira muitos dependente do endotélio.
Conclusio: EACL demostrou atvidade relaxante em AOTIR, isso indica que possa ter um
potencial ma diminuigdo da pressdc arterial, sendo um efeito positive para o tratamento de
doengas cardiovasculares.
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RESUMO II: Efeito relaxante de Cucuma longa sobre contracdes induzidas por
Fenilefrina frente ao bloqueio da via de producdo do éxido nitrico em artéria aorta
isolada de ratos

UM IWERSEDNADE FEDERAL 0D ACRE
DCOLECHD DE APLICACRD
FORUM DE EUCACED. SAIDE E MEND AMEIENTE MO ENSING BASIGD TECNIGD E
TECH QLG IR0
G:.‘:ﬂuﬁ: o Sabava

SOUTH AMERICAN

juurmlud'l].ni:: Education, Technical and Tec hr:iill:l-l.;il: al

:ﬂ:
n? i

\ §

OES INDUZIDAS POR

EFEITO RELAXANTE DE Curcuma longa S50BRE CONTR
OXID0 NITRICO EM

FEMILEFRINA FRENTE AQ BELOGUEID DA VIA DE FRODUGC
ARTERIA AORTA ISOLADA DE RATOS

MWatacha Pinheiro Melo Boezzo'*, Efraim dos Santos Ferreirs®, Delano Anibsl da Sivs®, Eduardo
Andrade Gongales®, Dionatas Ulises deOlivaira Menegueti®, Mc nnillNascimento Dias®, Elionardo
Perzira Bamoso' Renildo Moura ds Cunhs®

1.2. Discentz PPG-CITA da Universidads Fedarsl do Acre (UFAC)

3. Docente da Faculdads Meta [FAMETA)

4. Docenteda Unkersidads Fedarsl do Acre [UIFAC)

5. Docentedo Colgio Aplicac o (CAP/UFAC) e da Univesidade Fedesl do Acre (UFAC)
6,7. Disceniz de Nutrigio ds Universidsde Federal doAcre{URAC)

&. Pesquisador da Universidade Federsl dofcre{UFAC) Orisntador

* Autor comespondsnte: natacha_ieg@hotmail.com

Introdugdo possivel efeito relaxants de Curcuma longa

A5 plsntas usadss na medicing { rac) sobre contragoes wduzdas por
Fenilefrina {FEMN), antes 2 apos o blogusio da
via de produgao Sddo nitico (ND), em anéis
de areria isolsda de ratos.

tradicional constisem uma impotanie fons de
novos Ccompostos biolegicamsnte  ativos
{FIRMO, etal., 2013, O Brasildetem 3 maior
diversidade bickbgica do mundo, cnde somenis

na regido amazénica 3 rigusza da flora Material & Metodos

compresnds  aproximadaments 30 mil
ESpECIES, Cerade Wk das plantas o 1odo o
planeta (SOUZA =t 5, 2015) & muitas dessas
plantzs s30 medicingis & sempre foram
utilizzdss por tribos  indigenss  nativas
{BETTEGA, et al., 2011).

O estudo das plantas usadss na
medicing popular contribu de torma murto
importante  para  ciéncis, possibilitando
constats seus possivas efeios no combste 3
varas molstias, entre elas as doengas
cardiovasculares.

Estudos mostram gue uma dss
prnCIpEls C3US3s 02 mortabdsde no Hrasil e
o dos cadiovasculares {ISHITANI, &t
al., mga:sdnen?aﬁ isquemicas do coEca0
Fssumem importante papel no guadro de
maorbimonzlidade atusl (REZENDE, 2304} = 3
hipertens3o arensl (HA) & considerado um
dos masres problemas de ssude pubhca
sendo reconhecids como gravefator de risco
para a5 doengas cadiovasculares (LOPES, et
al., 23},

Com base nessas cons Des este
trabalho teve por objetive a verficacso de

O extrato aguoso de Curcuma longs
{EALL) tor preparado de 300000 COM NOrMas
técnicas. Pam cuva concentragio-resposta
foram separados I ratos machos (n= & ansis
de 3ors) & apos serem sacrficados a3
retirads & arénis  sorta  toracikca e
ims=distamenizs transfends parauma placa de
Fetn com solugao de Krebs aerada com
mistura carbognica pararealizar a seccio do
w350 &m tamanhos de 3 a3 5 mm.

Apos limpeza, o5 aneis eram montsios
em um sisiema de cubas contendo soluciode
Hrebs = ligado 3 transdutores de fensio
ISOMEINCEs CoNSCt30os 3 UM “sottwars” &m
um computador para registros graficos das
variaghes datensio. Apds a estabilizacio das
preparaghes por 1 horaem tensio de 1g, o5
an&is eram pré-contraidos com Tpl deFEN =
o plath da sua contraciofeila adicio de TuM
de aeetilcoling para weimcagao do percentual
de endotélio dos ansis.

Apds a lavagem das preparacies 3 a
lirha de bsss, =ra feita uma ssgunds
contragso com 1M de FEN e sobre o platd
dela era feita a adigo de concentraghes

1
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crescentes do EACL.

Para werificar a participacio do NGO,
novos ansis (n= 8} com endotSlio intacts eram
preparados da mMesma mansira ste 3
verificacio do endotélio vascular. Apos
lzvagem era sdicionado 35 cubss 100 de L-
MAME por 20 minutos & na seguéncia era
induzida uma segunds contmcio com 1phl de
FEM & sobre o platd dels erafeis 3 adicio de
COMCENT, crescentes do BALL. Na
snilise sstatistics wtilizow-s2 d= Two-Way
AMOWVA e teste T no programa Graphpad
Prisma £.0.

Resultados e Discussdo

EALLT, 3, T, 30, TR, S0 e TN oy
ml, n =&} induziu significativamante {p=0,05)
efeito relaxante {LogCE.=0,630,07 pg/mL}.
s efeitos vasomslsxantes ocormsram de
maneira dependente da concentragio. A
resposta de BEACL foi significantements
modificada pela remogdo do endotélio dos
ansts |Legisbe= 2, 1260, 05 pgfmL).

0 efeito vasomrelaxante de BEACL foi
significaniemente inibido apos incubacio L-
MAME (LogCE;.= 2, 100,05 pg/mi). J3 & bem
COMpresnditn Que o U30 MNANGD proauzins
no endotélic tem funcio vasodilstadora
fisiologica (FILHO; ZILBERSTEIM, 2000). O
NO atravessa o espage do endotélio para o
muscule liso vascular promovendo o
relaxamenio das celulas da musculsturs lisa
vascular (UERQUEIRA; YUSHIDA, J0EE).

Com a diminuigiodo relaamento apcs
& retirads do endotélo na curv s concentmca
resposta e a significativa inibigio do seu efel
apos blequeio da via de producio do MO,
parscendo serum atvador da sintsss NO gus
pode promover guedas da pressac arenal,
podendo sereste um efzito positive pars o
tratamento de doengas cardiovasculares.

Conclusdo:

EACL Spresentou atividade
WEsorslaxanis &mansis 98 3003 1oracica de
ratos, sus stvidade parece serdependsniedo
endotelio vascular & um indutor da pru-dElﬁu
da sinteseds MO |sso pode swysnr L
como um potencisl hipotensor.

Falavras-chave: mpensnsao anansl; plantas
medicinais; agafrio.

Apoiofinanceiro: CAFESME, FROPEGURAL.
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RESUMO I11: Efeito relaxante de Curcuma longa sobre contragdes induzidas por
Fenilefrina e KCI em artéria aorta isolada de ratos normotensos.
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Efeito relaxante de Curcuma longa L. sobre contracoes induzidas por Fenilefrina e
KECL em arteria acrta isolada de ratos normotensos

Matacha Pinheiro Melo Brozzo®, Efraim dos Santos Ferreirs’, Eduardo Andrade
Gongalves®, Ranildo Moura da Cunha®

1. D¥scante PPG-CITA da Universidade Fadersl do Acra (UFAC)
2. Discents PPG-CITA da Universidade Fedaral do Acre (UFAC)
3. Docents da Universidads Faderal do Acrs

4. Pesquisadorda Universidads Fadaral do Acra (UFAC) Orisptador

Introducao: Estudos voltados para plantas medicinais possibilitam constatar seus
afzitos no combatz 2 dosngas que s2 acomsetam na socisdads, como a hipertansao
artarial. Dbjetivos: Este trabalho objstivon verificar o vasorslaxamento do axtrate
aquoso dz Curcuma longa L. (EACL) am aorta toracica isolada de ratos (AOTIE).
Metodologia: EACL foi obtide conforme normas tacnicas. Angis da 2 a 3 mm d=
AQOTIE aram montados em um sistema da cubas contando solugdo nutritiva (Krabs) 2
liados 2 transdutorss de tensdo consctados a um “softwars™ para registros das
variagoes datensio. Aposestabilizagio das preparacdes, AQOTIE eram pra-contraidos
com Fanilafrina {1 pid) 2 no platd da sua contmedo adigio da Acstileolina {1 phd) para
verificacio do percentual de endeotalio. Apos lavasem, ara feita uma semmda contragio
com Fenilafrina 2, eam outras preparagdes, com KECL, entio sobre o platd dassas
contragdes era feita adigio de EACL. A porcentasem de relaxamento foi dsterminada
pela comparagiodos valores da contragio da FEI 2 KCL antes 2 aposadigiods EACL
aplicado analise astatistica ANOVA Two-Wav., Resoltados e Discussio: EACL
induzin significative {p<0,0001) =fzito vasorslaxants d= mansira dspendent= da
concantragio. Esse efsito foi sipnificativaments inibido pela remogio do endotalio
assim como, apos incubacio com KCL 20 2 80 mM, sugerinde qus EACL age muite
dependente da via endotelial. possuindo envolvimento com canais de K+ & de Ca*~
operados porvoltasem Conclosio: E possivel ques EACL ssja um potencial indutor da
diminuigio da pressao arterial. E nacessario aprofimdamento dos estudos por meio da
outros testes cardiovascularas.

Palavras-chave: hipartansio artarial agafrio, vasoralaxamento.
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RESUMO 1V: Efeito relaxante de Curcuma longa sobre contragcdes com fenilefrina e
KCL em anéis de artéria aorta toracica isolada de ratos
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Efeito relaxante de Corcuma longa sobre contracoes com fenilefrina e KCL em aneéis de
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2. Doutoranda palo programa de pos-graduacdo da rads de Bicdiversidads o Biotamologia da Amasdmia
Lagal.

3. Profeszor da Universidade Faderal do Acrs (UFAC)

Introdugio: As doongas cardiovasculsrss s30 wma das maiz importantss canzss de morts oo mundo, sendo
um forte fator da risco para ooorréncia dalas a hipertensdo arterial, poesvindo wma prevalsncia de maiz 209
dos brasilsitne.

Obj=tives: Investizar os afsitos vasorslanantss do axtrate agueso de Cwrcwma longa (EACL)

hlstodos: Ansiz daaorta toracica izolada da ratos normotsnsoe, com ow sem endotalio, madindo 4 mm, eram
montades em oobas, fixades 8 wm tEnsduter, imersos em solugSn Krshe a 37 °C, asradss por misters
catboginica @ astabilizades por 1 b, zob tensdo da 1 grama em vm sistema da eeistro a2 dades. Sobre vma
contragio por Fanilafrina ora f5ita a incubacie do EACL (1, 3, 10, 30, 100, 3002 1000 peiml) antss o apoe a
incubagie da atropina ou de L-pams ou de indometacina Do mesmo modo, testarsm-sa concantraghes do
EACL =zobra contragies por slevagio da B extracalular

Fezzultadeos: EACL indumin vasorelsxasmento sigmificative (p<(,01). O =fSite fod sisnificativamenta
depandente do andotilic vascular {CEs, = 4,320,035 uz/mL). Apos inibigio da via de produgio do MO a
CEx, fod para 126, 50=2 35 pe'ml, apoe indbigio da producio prostaciclines, pam 124 62005 pe'ml @ apoe o
bloqusic muscannico para 437,10=0,2 pg'ml. A sbortura do cansiz de K {relaxsmento da= 56,08%) 2
blogusio a ViOCC s (mlaxsmanto de 51,56%), forsm significativaments avidantss.

Concluzio: EACL indusin vasoralaxamanto significativo, sendo maiz expreszivo ma prassnga de endotalio. A
via muscanmica parscs sor a principsl emvolvida nesss sfsito, ssgupida pela o da produgdo da MO 2 das
Prostaciclinas. A abertura da capaiz da B palo EACL parece ter maior axpressdo do gue zou blogoeio a
WOCC s, sondo aszes afsitos positive pas o tratsmento de doongas cadiovasoularss.

Palavras-chave: Acafrio; vasodilatagio; hipertansio.
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