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RESUMO

A espécie vegetal Arrabidaea chica Verlot (Bignoniaceae) é indicada para o tratamento de
enfermidades da pele, calculos renais, hipertenséo arterial sistémica, como antiinflamatorio e
antianémico. Neste trabalho avaliou-se extrato das folhas de Arrabidaea chica Verlot (EAC), a
composi¢do quimica do EAC, sua toxicidade e atividade no sistema cardiovascular de ratos
normotensos e hipertensos SHR. Para a preparacéo do EAC usou-se folhas secas pulverizadas
e maceradas em etanol 70%. Apés a obtencdo do EAC este foi fracionado obtendo-se vérias
fracdes, dentre as quais a F63, que por apresentar em cromatrografia comparativa delgada, mais
limpa e em maior quantidade, foi analisada em experimentos farmacoldgicos, *‘RMNH e CLAE.
Na composicdo quimica do EAC, detectou-se a presenca de taninos flobafénicos, flavononois,
flavonononas e compostos esteroidais. Na fracdo F63, observou-se sinais caracteristicos para
compostos alifaticos e aromaticos que dentre varias possibilidade, podem ser flavonéides. Para a
avaliacdo da toxicidade aguda (DLsp) camundongos adultos, de ambos 0s sexos, receberam
salina (0,1 ml/ 10g) ou EAC (0,5, 1,0 e 2,0 g/kg, ip), 0 que ndo produziu morte dos animais, bem
como, ndo causou alteragbes comportamentais, ponderal ou alteracdes macroscopicas dos
6rgédos comparando-se ao grupo controle. O tratamento dos ratos com salina (0,1 mL/ 100g) e
EAC ndo causou mortes, alteragbes comportamentais ou macroscopicas dos 6rgdos apos
autépsia. Ao final do periodo de tratamento de 14 dias, o sangue foi coletado para andlise
hematoldgica e bioquimica. Nao houve diferenca entre os grupos controle e tratado em relagéo
ao consumo de ragéo, de agua, peso corpéreo, bem como, ndo foram detectadas alteracdes de
comportamento ou na anélise macroscoépica dos 6rgaos. O EAC (1,0 g/ kg) promoveu alteracao
significativa no VCM e na dosagem de Hemoglobina. O EAC de Arrabidaea chica Verlot (1 g/kg)
promoveu alteragdes significativas na creatinina, uréia e HDL, na dose de 0,5 g/Kg, promoveu
alteracao significativa na uréia e no HDL. O EAC (2,0 g/ kg) alterou a glicose, AST e colesterol
total, ja na dose de 3,5 g/Kg o EAC alterou glicose e colesterol total. O EAC (5,0 g/kg) promoveu
alteracéo de glicose, AST, uréia e HDL. O EAC (0,1; 0,2 e 0,5 g/kg, v.0.) administrado a animais
SHR produziu hipotensédo (38,2%; 49,9% e 34,4%) e bradicardia (13,4%; 15,35 % e 15,25%),
com relacdo aos controles. Em animais normotensos houve reducdo dos niveis tensionais
pressoéricos sem alteracao da freqiiéncia cardiaca. Nas artérias mesentérica superior isoladas de
ratos normotensos ou hipertensos SHR submetidos ao tratamento crénico com EAC por 60 dias
foi possivel detectar reducdo do efeito maximo e deslocamento da curva na presenca de
noradrenalina quando comparado aos tecidos dos respectivos grupos controles. Na analise in
vitro realizadas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio
funcional, na presenca e auséncia do EAC (100- 500 pg/mL) e F63 (10 - 30ug/mL) ocorreu
reducdo do efeito maximo nas trés doses utlizadas, de maneira dose dependente e
estatisticamente significante em preparacdes com endotélio intacto. Ja preparacfes de artéria
mesentérica pré-contraidas com noradrenalina, o EAC (10-500 pg/mL) e F63 (10-50ug/mL)
promoveram relaxamento dependente de dose tanto na presenca do endotélio quanto na
auséncia do mesmo. Na presenca de L-NAME ou indometacina, o EAC ndo promoveu diferenca
do vasorelaxamento. O EAC promoveu um relaxamento em preparacdes pré-contraidas com KCl
80 mM, tanto na presen¢a quanto na auséncia do endotélio vascular. O EAC (50-500 pg/mL) e
F63 (10-30 pg/mL) reduziram as contracfes maximas induzidas por CaCl,. Em preparacdes pré-
contraidas com S-(-)BayK 8644, o EAC (10-500 pg/mL) e F63 (10-300 pg/mL) promoveram
relaxamento. As contracdes induzidas por cafeina em meio livre de calcio foram inibidas pelo
EAC, porém a F63 ndo promoveu alteracdes das contracdes induzidas por noradrenalina ou
cafeina. Em conjunto, estes resultados sugerem que a hipotensdo produzida pelo EAC de
Arrabidaea chica Verlot pode estar relacionada a uma diminuicdo da resisténcia periférica total
em conseqiiéncia da participacao do bloqueio dos canais Cay1.2 em células da musculatura lisa
vascular, bem como, bloqueio dos canais de rianodina.

Palavras-chave: Arrabidaea chica Verlot. Artéria mesentérica. Hipertensado (SHR).
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ABSTRACT

The species Arrabidaea chica (Bignoniaceae) is indicated to treatment of skin illnesses, renal
stones, systemic arterial hypertension, as an antiinflammation and antianemia. In this paper it
was avaliated the toxical effect of the extract of leaves of Arrabidaea chica Verlot (EAC), the
chemical composition of EAC and the performance of EAC n the cardiovascular system of
normotense and hypertense rats SHR. To the preparation of the EAC it was used dried
pulverized leaves, macerated in ethanol 70%. After that the obstention of the EAC this was
fractioned when it obtained several fractions among them the F63, this because of presenting in
chromatrography compared and thinned. It was cleaner and in a major quantity. It was analysed
in farmacological experiments, IRMNH and CLAE. In the chemical composition of the EAC, it
was detected the presence of flobafenical tanines, flavonos and steroidal componnds. In the the
fraction F63 it was observed characteristic signals as to the alifatical componnds and aromatical.
Among several possibilities they can beflavonoidal. To the avaliation of the acute toxicity (DLso)
adult mice of both sexes received saline (0,1ml/10 g v. o) or EAC (0,5m 1,0 e 2,0 g/kg, ip), this
didn’t cause the death of animals as well it didn’t get the behaviour alterations or macroscopic
alterations of organs if compored to the control group. The treatment of rats with saline (0,1 mL/
100g) and EAC (0,5,-5,0 g/kg, v.0), didn’t cause deaths, nor behaviour or macroscopic alterations
of the organs after antopsy. Finished the period of 14 days of treatment the blood was collected
to its hematological and biochemical analysis, there wasn’t difference between the control groups
and treated in relation to the ration consume, corporal weight as well it wasn’t detected alterations
of behaviour or in the macroscopic analysis of the organs. The EAC (1,0 g/ kg) promoted meanful
alteration in the VCM and in the doses of hemoglobine. The EAC of Arrabidaea chica Verlot (1
a/kg) promoted meanful alterations in the creatine, urea and cholesterol (HDL), in the dose of 0,5
g/Kg. It promoted, also, meanful alterations in the urea and in the HDL. The EAC (2,0 g/ kg)
altered the glicosis, AST and total cholesterol, as to the dose of 3,5 g/Kg the EAC altered glicosis
and total cholesterol. The EAC (5,0 g/kg) promoted alterations of glicosis, AST, urea and HDL the
EAC (0,1; 0,2 e 0,5 g/kg, v.0.) administrated to hypertense rats SHR produced hypotension
(38,2%; 49,9% and 34,4%) and bradicardia (13,4%; 15,35 % and 15,25%) as to the controls. In
normotense animals there was reduction of the tension pressorical levls without alterations of the
cardial frequence. In the menseterical superior arteries isolated of normotense rts or hypertense
SHR submitted to chronical treatment with EAC for 60 days it was possible to detect reductions of
the maximal effect and displacement of the curve of presence of noradrenalin when compared to
the tissues of the respective control groups. In the analysis in vitro performed in rings of
mesenterical superior artery isolated of rats with and without functional endothelial, in the
presence and absence of the EAC (100-500 pg/mL) and F63 (10-30ug/mL) ocorred reduction of
the maximal effect in the three used doses, in a way that the dependent dose and statistically
meanful action in preparations of the mensenteric pre-contractd artery with moradrenalin, the
EAC (10-500 pg/mL) and F63 (10-50ug/mL) promoted the dependent relaxing of dose both in the
presence of the endotelial and in the absence of it. In the presence of L-NAME or indometacine,
the EAC didn’'t promoted difference of the vasorelaxing. The EAC promoted a relaxing in
precontracted preparations with KCI 80 mM bolh in the presence and in the absence vascular
endotelial. The EAC (50-500 pg/mL) and F63 (10-30 pg/mL) reducted the maximal induced
contractions per CaCl,. In precontracted preparations with S-(-)BayK 8644, the EAC (10-500
pg/mL) and F63 (10-300 pg/mL) promoted relaxing. The induced contractions per caffeine in a
free ambience of calcium were inhibited by EAC, but the F63 didn’t promoted alterations of the
induced contractions by noradreline or caffeine. In a set these results suggest that the
hypotension produced by the EAC of Arrabidaea chica Verlot can be realted to a diminution of the
periferical total resistence in consequence of the participation of the bhlocade of the canaes
Cayl.2 in cells of the vascular smooth muscle as well as the blocade of the rianodine channels.

Keywords: Arrabidaea chica Verlot. Mesenterical artery. Hipertension (SHR).
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1 INTRODUCAO

O processo de industrializacdo, caracteristico das sociedades urbanas,
bem como os avancos tecnoldgicos, presentes na sociedade atual, contribuiram
decisivamente para a mudanca das principais causas epidemiologicas de
mortalidade e morbidade, com predominéncia das doencas e agravos nao
transmissiveis em relacdo as doencas infecto-contagiosas e aquelas causadas por
deficiéncia nutricional (YUSUF et al., 2001).

A elevacdo da pressdao arterial representa um fator de risco
independente, linear e continuo para doenca cardiovascular (LEWINGTON,
2002). A hipertenséo arterial apresenta custos médicos e socioecondmicos
elevados, decorrentes principalmente das suas complicacdes, tais como: doenca
cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia

renal crénica e doenca vascular de extremidades (CESARINO et al., 2008).

No Brasil, em 2003, 27,4% dos Obitos foram decorrentes de doencas
cardiovasculares, atingindo 37% quando sédo excluidos os Obitos por causas mal
definidas e a violéncia. A principal causa de morte em todas as regides do Brasil &
0 acidente vascular cerebral, acometendo as mulheres em maior proporcao
(LOTUFO; LOLIO, 1996; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO
ARTERIAL, 2007).

Entre os fatores de risco para mortalidade, a hipertensdo arterial é
causa de 40% das mortes por acidente vascular cerebral e 25% daquelas por
doenca coronariana. A mortalidade por doenca cardiovascular aumenta
progressivamente com a elevacdo da pressao arterial, a partir de 115/75 mmHg
(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL,2007).

O nivel socioecon6mico mais baixo esta associado a maior prevaléncia de
hipertenséo arterial e de fatores de risco para elevacédo da presséao arterial, além de
maior risco de lesdo em érgdos-alvo e eventos cardiovasculares. Habitos dietéticos,
incluindo aumento no consumo de sal e ingestdo de alcool, indice de massa
corpbrea aumentado, estresse psicossociais, menor acesso aos cuidados de saude

e nivel educacional sao possiveis fatores associados (DE SIMONE et al., 2006).
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O sedentarismo aumenta a incidéncia de hipertensao arterial, individuos
sedentarios apresentam risco aproximado 30% maior de desenvolver hipertensédo
gue os ativos (POIRIER et al., 2005).

Estudo brasileiro revelou que, em individuos adultos, 50,8% sabiam ser
hipertensos, 40,5% estavam em tratamento e apenas 10,4% apresentavam
pressdo arterial controlada (<140/90mmHg) (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2007).

Os mecanismos responsaveis pelo aumento da pressao arterial ainda nao
estdo completamente compreendidos. Trata-se de uma doenca multifatorial
decorrente da interacdo de aspectos ambientais e genéticos. Sabe-se, também, que
a hipertenséo arterial € poligénica e sua apresentacéo fenotipica dependera do gene
ou do grupo de genes envolvidos em cada caso. Dentre 0s possiveis mecanismos
responsaveis pela HAS destacam-se: maior consumo de sal, obesidade, alteracéo
dos sistemas renina — angiotensina — aldosterona e sistema nervoso simpatico e,
disfuncéo endotelial (AMODEO; HEIMANN, 2003).

Segundo Irigoyen et al. (2003), a presséo, definida como for¢ca ou unidade
de area, € uma entidade fisica. A pressao arterial, portanto, depende de fatores
fisicos, como volume sangliineo e capacitancia da circulacdo, sendo resultante da
combinacao instantanea entre o débito cardiaco (DC = freqUéncia cardiaca x volume
sistélico), a resisténcia vascular periférica e a capacitancia venosa, que condiciona a
pré — carga e, portanto, o volume sistélico. A manutencéo (componente ténico) bem
como, as variacdes momento a momento da pressado arterial (componente fasico)
dependem de mecanismos complexos e redundantes que determinam ajustes
apropriados da frequéncia e da contratilidade cardiaca, do estado contratil de
resisténcia, da capacitancia e da distribuicdo de fluido dentro e fora dos vasos
(GUYTON; HALL, 2006).

No quadro clinico de hipertensao ja estabelecida, existem alteracbes em
praticamente todos esses reguladores, sendo dificil estabelecer quais os que tiveram
papel preponderante no desencadeamento e na manutencéo de valores elevados de
pressao arterial. Embora seja improvavel que todos os fatores estejam alterados ao
mesmo tempo, arranjos multiplos podem ser encontrados, uma vez que o marcador
hemodindmico da hipertensdo primaria € o aumento persistente da resisténcia

vascular periférica. Dessa forma, os mecanismos que promovem desequilibrio entre
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os fatores que aumentam a pressao arterial ou reduzem a presséo arterial, induzem
alteracdo do calibre das arteriolas, pois eles atuam basicamente na contracdo da
musculatura que regula a luz do vaso ou na espessura da musculatura, ocupando
maior ou menor parte do limem, ou em ambas (IRIGOYEN et al., 2003).

As consequéncias decorrentes da hipertensdo e os efeitos iatrogénicos
dos farmacos comumente empregados para controla-la, trazem sérios riscos a
populacdo (CARVALHAES; MOURA; MONTEIRO, 2008), por este motivo ocorre a
crescente demanda da sociedade pela busca de plantas medicinais com atividade
hipotensora (IBARROLA et al., 1996) e justifica a importancia social e cientifica deste
trabalho, pois 0 uso popular ndo € suficiente para validar de forma cientifica o
emprego das plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Entdo a
avaliagdo da relacdo risco versus beneficio é a finalidade dos estudos
farmacologicos e toxicologicos.

Na Amazonia, a cultura do indio e do caboclo, especialmente no que se
refere ao uso de plantas medicinais, tem muito a acrescentar a medicina tradicional,
desde que estudos criteriosos sejam realizados.

Encontrada em toda a Amazbnia e utilizada desde tempos imemoriais
pelos indios para pintura do corpo e de utensilios (ROCHA et al.,, 2008), a
Arrabidaea chica, cunhada pelos nativos como “crajird”, € uma espécie vegetal
conhecida popularmente pelas suas propriedades antiinflamatérias e cicatrizantes.
Algumas tribos amazénicas a utilizam contra conjuntivite aguda e picadas de insetos
(ALBUQUERQUE, 1989). No estado do Maranhdo € indicada para diminuir a
pressao arterial (REGO, 1995).

Alguns componentes do extrato de A. chica ja identificados (ZORN et al.,
2001) classificam-se entre os flavondides, substancias encontradas em diferentes
espécies vegetais, cuja acdo hipotensora no sistema cardiovascular tem sido
descrita (ROCHA et al., 2008).

A utilizacdo tépica do extrato ou de formulacbes em creme ou gel de A.
chica, na pele, também né&o levou a sinais de toxicidade (OLIVEIRA et al., 1998;
PAES et al., 2005).

Diversos estudos in vitro e in vivo demonstraram intensa atividade
antiinflamatéria do extrato de A. chica (SAMPAIO et al, 1998; ANDRADE et al., 1997;
MELLO et al., 2002), sugerindo inclusive acdo imunomoduladora (SAMPAIO et al.,
1998).
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A acao cicatrizante da logcdo de A. chica foi comprovada em animais,
permitindo diminuigao significativa do tempo de cicatrizagdo de feridas abertas ou
suturadas e, da queimadura cutanea experimental (OLIVEIRA et al., 1998a, 1998b).

N&o h& na literatura cientifica estudos sobre a acdo deste extrato em
situacdo de hipertensdo estabelecida. Caso o extrato de A. chica se revele como
uma boa alternativa para o tratamento desta patologia, novas pesquisas poderao ser
realizadas, inclusive com a finalidade de se elaborar uma formulacdo a partir do
extrato. Inicialmente, no entanto, é importante que este estudo seja realizado com o
extrato, pois uma medicacdo que tem preparacdo caseira e respaldo cientifico pode
ser mais acessivel a populagéo.

O estudo das propriedades farmacologicas dessa planta representa nao
somente a busca de uma alternativa terapéutica, mas a utilizacdo da biodiversidade
da Amazdbnia em favor da saude, bem como complementa informacgdes cientificas
acerca desta espécie vergetal contemplada na lista do RENISUS (Relacdo Nacional

de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS - fev/ 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos toxicos e cardiovasculares induzidos pelo extrato das
folhas de Arrabidaea chica Verlot por meio de uma abordagem in vivo e in vitro em

ratos normotensos e espontaneamente hipertenso (SHR).

2.2 Especificos

In vivo
- Caracterizar o efeito do extrato hidroalcoolico de Arrabidaea chica
Verlot na presséo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) néo anestesiados.
- Avaliar a toxicidade aguda e crbnica do extrato hidroalcoolico de

Arrabidae chica Verlot

In vitro

- Avaliar o efeito do extrato de A. chica Verlot e fracdo na reatividade
vascular de ratos hipertensos SHR;

- Caracterizar o(s) possivel(eis) mecanismo(s) de acao(des) da atividade

anti-hipertensiva de A. chica Verlot



Revisdo de Literatura

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Fisiopatologia da Hipertensé&o Arterial Sistémica (HAS)

O desenvolvimento de hipertensdo depende da interagcdo entre
predisposicdo genética e fatores ambientais (DIDIER et al., 2007). Sabe-se, no
entanto, que a hipertensdo é acompanhada por alteracées funcionais do sistema

nervoso autbnomo simpatico, de mecanismos renais, do sistema renina
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angiotensina, além de outros mecanismos humorais e, endotelial. Assim a
hipertensdo arterial resulta de varias alteragdes estruturais do sistema
cardiovascular que tanto amplificam o estimulo hipertensivo, quanto causam dano
cardiovascular (GHOFRANI; WILKINS; RICH, 2008).

O sistema simpatico tem grande importancia na génese da hipertensao
arterial e contribui para a hipertensédo relacionada com o estado hiperdinamico.
Varios autores relataram concentragcdes aumentadas de noradrenalina no plasma
em pacientes portadores de hipertensdo essencial, particularmente em pacientes
mais jovens. Estudos mais recentes sobre atividade simpatica medida diretamente
sobre nervos simpaticos de muasculos superficiais de pacientes hipertensos
confirmam esses achados (KAPLAN, 2001).

A sobrecarga do sistema cardiovascular causada pelo aumento da
pressao arterial e pela ativacdo de fatores de crescimento leva a alteragdes
estruturais de adaptacdo, com estreitamento do lumen arteriolar e aumento da
relacdo entre a espessura da camada media e da parede arterial. Isso aumenta a
resisténcia ao fluxo e aumenta a resposta aos estimulos vasoconstritores.
Adaptacfes estruturais cardiacas consistem na hipertrofia da parede ventricular
esquerda em resposta ao aumento na pos-carga (hipertrofia concéntrica), e no
aumento do diametro da cavidade ventricular com aumento correspondente na
espessura da parede ventricular (hipertrofia excéntrica), em resposta ao aumento da
pré-carga (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2007).

Mecanismos renais estdo envolvidos na patogénese da hipertenséo, tanto
através de uma natriurese alterada, levando a retencao de sodio e agua, quanto pela
liberacdo alterada de fatores que aumentam a pressao arterial (PA) como a renina
(COHEN, 2006).

O sistema renina-angiotensina esta envolvido no controle fisiolégico da
pressdo arterial e no controle do sodio. Tem importantes implicacdes no
desenvolvimento da hipertensao renal e deve estar envolvido na patogénese da
hipertenséo arterial essencial. O papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona
ao nivel cardiaco, vascular e renal € mediado pela producéo ou ativacao de diversos
fatores de crescimento e substancias vasoativas, que induzem a vasoconstric¢ao e
hipertrofia celular (COHEN, 2006).

Estudos demonstram o envolvimento do endotélio na conversdo da

angiotensina | em angiotensina Il, na inativagdo de cininas e na producao do fator
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relaxante derivado do endotélio. Além disso, o endotélio esta envolvido no controle
hormonal e neurogénico local do ténus vascular e dos processos homeostaticos.
Também é responsavel pela liberacdo de agentes vasoconstritores, incluindo a
endotelina, que estd envolvida em algumas das complicacdes vasculares da
hipertenséo (NEGRI; CAMARGO, 2003).

Na presenca de hipertensdo ou aterosclerose, a funcdo endotelial esta
alterada e as respostas pressoricas aos estimulos locais e endégenos passam a se
tornar dominantes. Ainda nao é possivel determinar se a hipertensdo de uma forma
geral estd associada a disfuncdo endotelial. Também ainda ndo esta claro se a
disfungdo endotelial seria secundaria a hipertensdo arterial ou se seria uma

expressao primaria de uma predisposicao genética (NOBRE; LIMA, 2000).

3.2 Mecanismos regulatorios da pressdo arterial e tdnus da musculatura

vascular

Presséao arterial € a forca com a qual o coracdo bombeia 0 sangue através
dos vasos. E determinada pelo volume de sangue que sai do coragéo e a resisténcia
gue ele encontra para circular no corpo. Ela pode ser modificada pela variacdo do
volume ou viscosidade do sangue, da frequéncia cardiaca e da elasticidade dos
vasos. Os estimulos hormonais e nervosos que regulam a resisténcia sanguinea
sofrem a influéncia individual e ambiental (JARDIM, 1998).

A regulacdo da pressao arterial € uma das funcdes fisiolégicas mais
complexas, que depende de ac¢les integradas dos sistemas cardiovascular, renal,
neural e endocrino (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001), esta regulacéo € o
resultado da atividade e de sistemas de retroalimentacdo que operam em curto
prazo e em longo prazo (DAMPEY, 1994).

O principal mecanismo de controle em curto prazo € desempenhado pelos
reflexos que sdo originados nos pressorreceptores arteriais e nos receptores de
estiramento da regido cardiopulmonar (CHOBANIAN et al., 2003). Existem diversos
mecanismos reguladores cardiovasculares, 0s quais atuam isoladamente, com o
objetivo de garantir adequado volume sanguineo circulante e pressdo arterial e
venosa sistémica mais estaveis possiveis, dentro dos limites fisioldgicos
estabelecidos para a espécie, visando a manutengdo do fluxo sanguineo tecidual.

Desta forma, o volume sanguineo e a pressdo circulatéria sdo as duas variaveis
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hemodinamicas finais envolvidas na regulagéo cardiovascular (ROCKMAN; KOCH;
LEFKOWITZ, 2002).

Os mecanismos referidos podem ter atuacdo remota, quando se
processam distante das estruturas cardiovasculares sob regulacdo, ou podem ser de
natureza local, quando as influéncias reguladoras se processam na intimidade dos
orgédos e aparelhos, para o ajuste do fluxo sanguineo local, por meio de substancias
ou metabdlitos produzidos localmente como as cininas, prostaglandinas, e
angiotensina. A regulacdo do fluxo sanguineo, os mecanismos de agdo remota sédo
de natureza neural, humoral e neurohumoral (JAKSON, 2000; CRIBBS, 2006).

As influéncias neurais sobre os componentes cardiovasculares se
processam de maneira direta e reflexa. Diretamente, a partir de estruturas situadas
em todos os niveis do sistema nervoso central, por meio das terminacdes
autondmicas eferentes simpatica e parassimpatica e reflexamente, por meio de
arcos reflexos de complexidade variada, sendo importante em diferentes niveis do
sistema nervoso central, como o espinal, o ponto bulbar, o mesencefalico, o
cerebelar e o cortical, os quais recebem informacdes aferentes procedentes de
receptores diversos e emitem influéncias eferentes de retorno ao aparelho
cardiovascular, via ramos nervosos simpaticos e parassimpaticos (LEVY et al., 1983;
MARSBOOM et al., 2008).

Os barorreceptores que envolvem o sistema nervoso simpatico sao
responsaveis pela regulacdo rapida, momento a momento da pressao arterial. Uma
gueda da pressao determina que os neurbnios sensiveis a pressao (barorreceptores
do arco aortico e seio carotideo) remetam poucos impulsos aos centros
cardiovasculares na medula espinal. Isso determina uma resposta reflexa imediata
de aumento do estimulo simpético e diminuicdo parassimpatica ao coracdo e aos
vasos, resultando em vasoconstricdo e aumento do débito cardiaco. Essas
mudancas resultam em um aumento compensatério de pressdo sanguinea (ZIPES
et al., 2004).

Os quimiorreceptores auxiliam os barorreceptores na regulacdo da
pressao arterial. Eles sdo estimulados pela diminuicdo do oxigénio e pelo aumento
de CO,, quando h& queda da pressdo arterial. Nestas condi¢des, eles excitam o
centro vasomotor, que promove o aumento de pressédo arterial através do aumento
da resisténcia periférica e do débito cardiaco (SHEPHERD et al., 1982). A influéncia

reguladora humoral diz respeito as diversas substancias circulantes e horménios
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produzidos em diferentes locais que vdo modificar remotamente as variaveis
cardiovasculares (GUYTON; HALL, 2006). Esta regulacdo humoral atua
principalmente auxiliando os barorreceptores na elevacdo da pressao arterial,
guando sua queda € mantida por alguns minutos devido a incapacidade deste
sistema de eleva-la aos valores normais. Nesta situacdo a medula da supra-renal
libera pequenas quantidades de noradrenalina e grandes de adrenalina (EVORA,;
LEVIN, 2004).

A regulacdo da pressédo arterial em longo prazo € determinada pelo
equilibrio entre a ingesta e o débito de liquido e o volume sanguineo conseqliente a
essa condicdo, os barorreceptores nos rins respondem a pressao arterial reduzida
(NEEDLEMAN et al., 1986).

A funcéo renal apresenta mecanismos complexos para a regulacdo da
presséo arterial, pois os mesmos sao influénciados pelos nervos simpaticos renais
gue participam do controle da circulacdo renal, na filtracdo, na reabsorcdo e na
secrecdo de solutos e agua, bem como na secrecdo de substancias vasoativas
(ORLOWSKI; GRINSTEIN, 2007).

Sob determinadas condi¢des, como por exemplo, na deplecéo liquida ou
no baixo débito cardiaco, quando o influxo renal ndo pode ser mantido, 0 mecanismo
auto-regulador preserva a filtragdo glomerular, produzindo vasoconstricdo da
arteriola eferente, que mantém o gradiente transglomerular de pressédo. A resisténcia
vascular renal se ajusta automaticamente as variacdes na pressdo de perfusao
renal. As arteriolas eferentes e aferentes sdo influenciadas por muitos estimulos
nervosos e hormonais vasculares, embora a sua resposta dependa das
necessidades renais e sejam moderadas pelos mecanismos auto-regulatérios (HILL
et al., 2001).

Os mecanismos auto-regulatorios sdo a resposta miogénica, que néo €
especifica dos rins e o sistema de retrocontrole do fluxo tubular (FUJIHARA et al.,
1994). A resposta miogénica refere-se a propriedade dos vasos de responderem
com vasoconstricdo ou vasodilatacdo na pressdo transmural. As respostas
miogénicas ocorrem independentemente das células endoteliais ou células
parenquimatosas (KRIEGER, 2000). Esta resposta é, portanto particularmente
presente nos vasos de resisténcia, cuja, parede é rica em células musculares (HILL
et al., 2001).



REVISAO DE LITERATURA 33

O aumento no estiramento na parede dos vasos é percebido pelas células
musculares lisas, resultando em ativacdo de varios mensageiros intracelulares que
aumentam a concentracdo de caélcio intracelular através de canais para calcio
sensiveis a voltagem (Ca,) (LEDOUX et al., 2006; BIRGIT; DOBROMIR, 2007).

Os musculos lisos vasculares sdo 0s principais responsaveis pela
atividade fisiolégica do sistema circulatério, sendo um dos principais constituintes da
parede dos vasos sanguineos. As suas muitas funcbes dependem do tipo e
localizacdo do vaso, o desenvolvimento ou o estado patoldgico, e fatores ambientais
e quimicos. Alteracdes dessa musculatura estdo ligadas a diversas doencas, tais
como a hipertensdo arterial, infarto do miocéardio e acidentes vasculares cerebrais
(CRIBBS, 2006).

A contragéo e o relaxamento do musculo liso vascular sédo controlados
pela concentracdo citoplasmatica de calcio [Ca®‘lc que, por sua vez, ativa as
proteinas celulares do aparato contratil (BYRON, 2008).

As células musculares lisas vasculares (VSMCs) utilizam fon célcio (Ca®*)
como um sinal molecular de multiplas fungées. Uma via de sinalizacao importante de
Ca’* é a entrada de Ca*" extracelular através dos canais para célcio sensiveis a
voltagem (Ca,), que em células VSMCs séao de dois tipos principais, os ativados por
alta voltagem do tipo L e os transientes, que sdo chamados de canais tipo T (LORY;
BIDAUD; CHEMIN, 2006).

Considerando que os canais para célcio tipo L sdo os que efetivamente
contribuem para a regulacdo da entrada de calcio e conseqguentemente a contracao
muscular, os canais do tipo T ndo contribuem efetivamente para a vasoconstricao
arterial, com a possivel exce¢do da microcirculacéo renal (CRIBBS, 2006).

O principal determinante do ténus vascular € o nivel de fosforilacdo da
cadeia leve de miosina dependente de Ca**-calmodulina e pela fosfatase da cadeia
leve da miosina (CHITALEY; WEBER; WEBB, 2001; SASAKI; SATO; UMEZAWA,
2003).

A contracdo das células do muasculo liso vascular inicia com o aumento da
[Ca**]c que pode ocorrer por aumento do influxo de Ca?* operados por receptores ou
pela liberacdo de Ca?** dos estoques intracelulares como do reticulo
sarcoplasmatico. Subseqiientemente, ocorre a ligacdo do Ca?** & calmodulina,
formando complexo Ca**-calmodulina, que leva a ativacdo da quinase da cadeia

leve de miosina (MLCK), a enzima responsavel pela fosforilacdo da cadeia leve de
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miosina. A fosforilagcdo da cadeia leve de miosina permite que a miosina interaja com
a actina e o trifosfato de adenosina (ATP), resultando na ligacdo da ponte cruzada
da miosina com a actina. Isto gera um estado de ligacédo forte entre essas duas
proteinas produzindo a contragdo vascular (WIJETUNGE; HUGHES, 2007).

A reducédo de [Ca?']c desfaz o complexo Ca®*-calmodulina, que inativa a
MLCK, e ativa a fosfatase da miosina que € a enzima da cadeia leve da miosina,
removendo os fosfatos de alta energia, promovendo assim o relaxamento muscular
(SUZUKI et al., 2004). O aumento da fosforilagdo da cadeia leve de miosina e a
capacidade da célula em produzir tensdo em niveis sub-6timos de Ca* é um
mecanismo conhecido como sensibilizacdo ao Ca**, sendo a inibicéo da fosfatase da
miosina o principal fator que contribui para este fenébmeno (SOMLYO; SOMLYO,
1994).

Acredita-se que a ativacdo da fosfatase da miosina ocorra pela via do
NO/GMPc reduzindo a fosforilagdo da cadeia leve da miosina, levando a
dessensibilizacdo ao Ca®* (SOLARO, 2000).

A disfuncdo endotelial leva a reducdo da biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO) que resulta em aumento na ativacdo dos canais para Ca®* nas células
do musculo liso vascular. Niveis elevados de GMPc promovem um relaxamento que,
em parte, é devido & reducdo do influxo de Ca*" através dos canais para Ca**
sensiveis a voltagem do tipo L. O NO inibe estes canais de modo indireto, através da
ativacdo da proteina quinase G, que causa a abertura dos canais para K' e
repolariza a célula, resultando em fechamento dos canais para Ca®" voltagem
dependente, ou através do modo direto, pela fosforilacdo da PKG ou das
fosfoproteinas regulatérias, no préprio canal de Ca®" diminuindo a abertura destes
canais, independentemente de voltagem (BELLAMY et al., 2008).

A atividade dos canais para potassio constitui um mecanismo essencial
na regulacao do potencial de membrana das células musculares vasculares, sendo
um determinante importante para o ténus vascular (FARACI; SOBEY, 1998).

A abertura de um canal para potassio presente na membrana das células
musculares vasculares provoca um aumento da saida de ions, do meio intracelular
para o meio extracelular, por difusdo passiva, o que causa hiperpolarizacdo da
membrana celular (SOBEY, 2001). Este estado de hiperpolarizagdo conduz ao
fechamento de canais para Ca®" para o interior da célula, causando o relaxamento

vascular de forma inversa, o fechamento de um canal para potassio causa um
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estado de despolarizacdo, abertura de canais de Ca?* dependentes da voltagem,
aumento da [Ca®']c e vasoconstricdo (FARACI; SOBEY, 1998; SOBEY, 2001).

As células musculares vasculares expressam quatro diferentes tipos de
canais para potassio: canal para potassio dependente de voltagem (Kv), canal para
potassio dependente do Ca®* (Kcy), canal para potassio dependente do ATP e Canal
para potassio (Kir-inward rectifier) (VAN HOVE et al., 2009).

Outro mecanismo regulatério do desempenho cardiovascular € a
estimulacdo de adrenoceptores por catecolaminas. Os adrenoceptores sao
glicoproteinas localizadas na membrana plasmatica de células de varios tecidos,
inclusive o miocardico, onde predominam aqueles do tipo 3. (BRISTOW et al., 1988;
STEINFATH et al., 1992; BRODDE; MICHEL, 1999).

Os receptores adrenérgicos foram classificados como a (excitatorios) e B
(inibitérios) por Ahlquist (1948), com base no seu papel funcional nos vasos
sanguineos. A série de poténcia de agonistas caracteristica dos adrenoceptores a é:
adrenalina (Adr) > NAadrenalina (NA) >> isoproterenol (ISO), enquanto que, para
adrenoceptores B, a série é: ISO > Adr > NA. Esta classificacdo de Ahlquist foi
expandida por Lands et al. (1967), que reconheceram que cada um dos tipos de
adrenoceptores, a e B, poderia ser categorizado em 2 subtipos distintos, com base
nas poténcias relativas de agonistas. Estes tipos foram posteriormente subdivididos
em a; € az (LANGER, 1974), e B1 e B2 (LANDS; LUDUENA; BUZZO, 1967).

As vias de transducdo bioquimica funcionalmente associadas a
adrenoceptores a e B envolvem o acoplamento do receptor a proteinas multiméricas
ligantes de nucleotideos de guanina (proteinas G), que atuam como chaves
moleculares e sensores da ocupacéo dos receptores a elas acoplados.

A resposta inotropica positiva induzida pela estimulacdo de receptores
adrenérgicos a; estd associada a ativacdo da fosfolipase C (PLC), pela acdo da
subunidade aq da proteina G acoplada ao receptor. PLC hidrolisa o fosfatidilinositol
bifosfato (presente na membrana plasmatica) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-
inositoltrifosfato (IP3). Este, por sua vez, induz a liberacdo de Ca®*" de estoques
intracelulares como, por exemplo: do reticulo sarcoplasmatico (RS), por sua ligacao
a sitios receptores de IP3, presentes em um tipo de canal de Ca?* na membrana do
RS, que é diferente do RyR. Por outro lado, DAG desempenha um papel na ativacado
da proteina cinase dependente de Ca?* (PKC), cujos substratos incluem o canal de

Ca®" tipo L do sarcolema, canal de K* (Kv4.2), troponina | (presente nos filamentos
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finos do sarcomero) e o trocador Na* H*. A estimulacéo da atividade deste trocador
leva a alcalinizagdo intracelular que resulta num aumento da afinidade dos
miofilamentos ao Ca?* (ENDOH et al., 1991; TERZIC et al., 1993; PATEL;
CAMPBELL, 2005).

Entre os adrenoceptores [3, o subtipo 3, € o predominante na maioria dos
leitos vasculares. O subtipo B; predomina em certos leitos como artérias coronérias
(O’ DONNEL; WANSTALL, 1985; BEGONHA; MOURA; GUIMARAES, 1995) e
cerebrais (EDVINSSON; OWMAN, 1974). Estudos in vivo mostram que os [-
adrenoceptores tém grande importdncia para a regulacdo fisiolégica do tbnus
vascular. Ou seja, a estimulagédo do B-adrenoceptores periféricos leva a relaxamento
do musculo liso vascular, controlando assim a resisténcia vascular periférica e
consequentemente a distribuicdo do sangue para diferentes 6rgdos (OATES, 1996).

Os antagonistas de adrenoceptores [ sdo amplamente prescritos a
pacientes com hipertensédo arterial e outras doencas cardiovasculares, mas 0s
mecanismos de acao destes farmacos sdo pouco compreendidos. Diversos estudos
mostram que a redugdo da pressao arterial em resposta aos B-bloqueadores esta
associada a liberacdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio,
particularmente de Oxido nitrico (NO), mas reducdo na producdo de anion
superoxido e efeitos antioxidantes tém sido também associados aos efeitos anti-
hipertensivos dos B-bloqueadores (MOSTAGHIM; MADDOX, RAMWELL, 1986;
GAO et al, 1992; BROEDERS et al, 2000; KUROSAKI et al., 2000;
ARUMANAYAGAM, 2001).

O endotélio vascular é uma camada monocelular que reveste a superficie
luminal de todos o0s vasos sanguineos, constituindo uma interface ativa,
estrategicamente situada entre a circulacédo e o restante da parede vascular (VANE;
ANGARD; BOTTING, 1990). Esta camada monocelular quando intacta controla a
permeabilidade vascular, regulando o trafego de moléculas pequenas e grandes e
mesmo de células. Prové uma interface nao-trombogénica entre o vaso e 0s
componentes sanguineos, mantém a fluidez do sangue e modula a vasomotricidade,
ajustando o calibre dos vasos as constantes alteracdes hemodinamicas e humorais
locais e a propria estrutura vascular. O endotélio é um local ativo de sintese, que
responde a varios estimulos, produzindo e secretando um grande numero de
compostos metabolicamente ativos, além de modular ou inibir os efeitos de
substancias circulantes (VRINTS; HERMAN, 1991).
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A integridade do endotélio € essencial a regulacdo do tono vascular, do
fluxo sanguineo, da perfuséo tissular e a protecdo contra espasmo, trombose e a
propria aterogénese. Entre as multiplas fungbes biologicas do endotélio, as
relacionadas a vasomotricidade incluem:

1-Sintese de substancias relaxantes (vasodilatadoras) e
antiplaquetarias: fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF), fator
hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF), prostaciclina (PGI2), outras
prostaglandinas e bradicinina.

2 — Sintese de substancias vasoconstritoras e ativadoras da agregacao
plaquetaria ou fatores de contracdo derivados do endotélio (EDCF): endotelinas,
endoperoxidos (prostaglandina H2 e tromboxano A2), leucotrienos, angiotensina Il e
espécies reativas de oxigénio.

3 — Existéncia de complexos de substancias vasoativas e envolvidas na
agregacao plaquetaria e coagulagéo: acetilcolina, serotonina, trombina, nucleotideos
da adenosina, vasopressina e acido araquidénico.

4 — Metabolismo e inativacdo de catecolaminas e serotonina pela MAO
(monoaminoxidase) e de angiotensina Il, pelas angiotensinases A e C e de outros
produtos plaquetarios (ONO; ONO; FROHLICH, 1995).

O endotélio desempenha importante efeito regulador do tono vascular,
funcionando como sensor das alteragcbes hemodinamicas e sinais humorais ou
estimulos quimicos da corrente sanguinea transmitindo-os as células musculares
lisas vasculares (DZAU, 1989). Admite-se que as interacdes e a poténcia relativa
dos mediadores vasodilatadores e vasoconstritores dependentes do endotélio sejam
fundamentais na regulacdo do fluxo sanguineo, da pressao arterial e da perfuséo
tissular, momento a momento, tanto em condi¢des fisioldgicas como patologicas
(GRYGLEWSKI; BOTTING; VANE, 1988).

O NO esta envolvido em uma série de funcdes fisiolégicas, incluindo
relaxamento de musculo liso e neurotransmissao no sistema nervoso central, sendo
a maior parte de seus efeitos mediada pela estimulacéo direta da cliclase de guanilil
soltvel (DENNINGER; MARLETTA, 1999; BARDAI et al; 2003).

O oxido nitrico é sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido
L-arginina, reacdo mediada pela Oxido nitrico sintase (NOS), com formagéo
simultanea de L-citrulina (MURAD et al., 1988). Foram clonadas e caracterizadas

trés isoformas dessa enzima. Duas sdo dependentes de Ca*'/calmodulina e
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expressas de forma constitutiva predominantemente no cérebro (NNOS) e células
endoteliais (eNOS). (HOENICKA; SCHIMID, 2008).

Admite-se que a NOS constitutiva do endotélio seja responsavel pela
geragdo de niveis baixos e intermitentes de NO, suficientes para manter o tono
vascular basal. A sintese da eNOS é ativada por diversos agonistas, como
acetilcolina, catecolaminas e angiotensina, e estimulos fisicos, como o estresse de
cisalhamento, os quais, via trifosfato de inositol (IP3), causam liberacdo de Ca*
intracelular, que se une a calmodulina. A outra isoforma da NOS é independente de
Ca?*, induzivel por citocinas (iINOS), e expressa-se em macréfagos, células
musculares lisas, mesangiais e em células da microcirculacdo, produzindo grandes
guantidades de NO (HOENICKA; SCHIMID, 2008).

A prostaciclina, ou prostaglandina (PG)Il,, € um eicosanodide derivado do
acido araquidonico, que é liberado dos fosfolipideos da membrana endotelial por
fosfolipases ativadas, A, e C. Por acdo da enzima ciclooxigenase formam-se o0s
endoperoxidos ciclicos PGG, e PGH,. Este, por acdo da prostaciclina sintase,
origina nas células endoteliais a prostaciclina (NEEDLEMAN et al., 1986).

A estimulacdo dos receptores de prostaciclina nas células musculares
lisas provoca ativacdo da adenilato ciclase, induzindo aumento do monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) e estimulacdo da proteinocinase dependente do AMPc
(PKA) na musculatura lisa vascular. A PKA exerce efeito similar a PKG, causando a
saida de Ca?* do citosol e inibindo a maquinaria contratil. A contribuicdo da
prostaciclina a vasodilatacdo dependente do endotélio € usualmente pequena. De
outra parte, pequenas quantidades de prostandides vasoconstritores, como PGH; e
tromboxano A,, sdo também formadas, porém, em condi¢des fisioldgicas, seus
efeitos sdo inibidos pelo efeito vasodilatador da prostaciclina, do NO e do EDHF
(MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999).

3.3 Espécie vegetal em estudo
A espécie vegetal utilizada neste estudo, como base de uma possivel

droga para tratamento da hipertensao arterial, foi Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.)

Verlot., Bignoniaceae.
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E uma planta nativa das florestas tropicais e encontrada na América
Central e em toda a Amazonia (MAIA et al., 1994), onde é conhecida popularmente
como crajiru, carajuru, pariri, cipd cruz, coa-pyranga, guajuru, guajuru-piranga,
oajuru, ou, pyranga (BORRAS, 2003).

Esta espécie vegetal caracteriza-se por ser uma trepadeira de ramos
cilindricos e globosos enquanto jovens, depois tetrdgonos, lenticelado-verrucosos e
estriados. Suas folhas sdo pecioladas, compostas de dois ou trés foliolos com um
cirro intermédio simples e terminal. Os foliolos sdo oblongos, oblongo-lanceolados
ou oval-lanceolados, raramente ovalados e quase sempre curto-agudo-acuminados,
obtusos na base, glabros nas duas péaginas, coriaceos, discolores ou concolores. O
calice é densamente pulverulento. As flores, campanulado-infundibiliformes, réseas
ou violaceas ou purpureobrancacentas com face branca, aveludadas, dispostas em
panicula terminal piramidal, frouxa, com até 22 cm de comprimento. O fruto é
capsular linear, alongado, agudo dos dois lados e com uma nervura média saliente
nas valvas, de cor castanho-ferruginento e com sementes ovoides (COSTA et al.,
2001).

As folhas, quando recém coletadas, tém cor verde escuro. ApOs secas,
adquirem cor vermelho-escura caracteristica. O cha preparado de acordo com a
informac&o popular adquire um tom semelhante ao do vinho tinto (MATTA, 1913;
LeCOINTE, 1934; LIMA et al., 1995).

De acordo com Cronquist (1981) a planta em estudo tem a seguinte
classificacao taxonémica:

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Scrophulariales

Familia: Bignoniaceae

Género: Arrabidaea

Espécie: Arrabidaea chica
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1 — Fotografia das folhas de Arrabidaea chica

Este vegetal é empregado para fins terapéuticos pela populacao, onde é
indicado no combate das enfermidades da pele, célicas intestinais, piodermites,
enterocolites, albumindria, anemia, leucemia, conjuntivite, diabetes melittus e
ictericia. Apresenta propriedades adstringentes e antiinflamatérias, principalmente
uterina e ovariana (ALBUQUERQUE, 1989; COSTA; LIMA, 1989; BALBACH, 1990;
REGO, 1995; KALIL FILHO et al., 2000). De acordo com Borras (2003), a A. chica é
utilizada popularmente na Amazb6nia como antiinflamatorio, cicatrizante, antianémico,
sendo preparada na forma de cha para administracdo por via oral ou para lavagens
vaginais e banho de assento; ou na forma de tintura para uso topico diretamente
sobre as lesdes de pele ou ainda como pomadas e cremes. Algumas tribos
amazobnicas a utilizam contra conjuntivite aguda e picadas de insetos
(ALBUQUERQUE, 1989). No estado do Maranhao, regido nordeste do Brasil, esta
espécie vegetal € utilizada no tratamento dos calculos renais e da hipertensdo
arterial sistémica (REGO, 1995).

Estudos fitoquimicos do extrato aquoso e hidroalcolico de A. chica Verlot.
revelaram a presenca de compostos flavonoidicos, taninos e saponinas, sendo os
testes negativos para antraquinonas e alcaldides (OLIVEIRA et al., 1996a, 1996b,
1996¢; COSTA etal., 2001).

A partir de folhas secas da A. chica, Zorn et al. (2001) isolaram seis
componentes. Entre eles, a flavona acacetin, o acido triterpeno oleandlico e as

seguintes 3-desoxiantocianidinas: (1 6,7-dihidroxi-5,4’'—dimetoxi-flavylium; (2) 6,7,4’-
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trihidroxi-5,'—metoxi-flavylium; (3) 6,7,3’,4'—tetrahydroxy—5-methoxy-flavylium e (4)
6,7,3’-trihidroxi-5,4’'—dimetoxi-flavyliume. As duas primeiras 3-desoxiantocianidinas
foram identificadas, respectivamente, como a “carajurin” e a “carajurone” ja descritas
por Chapman et al. (1927), sendo aquela a responsavel pela cor avermelhada do
extrato (PONNIAH; SESHADRI, 1953). A estrutura quimica de algumas dessas 3-
desoxiantocianidinas foi confirmada no estudo de Devia et al. (2002).

Na Universidade Federal do Amazonas (Departamento de Medicamentos
e Alimentos/FCS), experimentos demonstraram a baixa toxicidade do extrato de A.
chica ap6s sua administracdo por via oral e intraperitoneal (OLIVEIRA et al., 1996b).
Efeitos toxicos ndo foram descritos quando o extrato foi administrado
intravenosamente para estudo de atividade antiinflamatéria (SAMPAIO et al., 19983,
1998b).

Apesar da acidez do extrato de A. chica, com pH de 4.7 (OLIVEIRA et al.,
1996b), estudos experimentais ndo evidenciaram nenhum sinal clinico ou
histopatoldgico de toxicidade do extrato na mucosa gastrica (CUNHA et al., 2000),
na pleura (OLIVEIRA et al., 2004) ou em feridas abertas, feridas suturadas e
gueimaduras (OLIVEIRA et al., 1998b).

A formulacdo em gel de A. chica, aplicada em feridas abertas de ratos
Wistar, também néo induziu sinais de toxicidade (PAES et al., 2005).

Em humanos, ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade ou
hipersensibilidade quando o creme de A. chica a 2% foi utilizado em Ulceras
flebopaticas de pacientes diabéticos (OLIVEIRA et al., 1998b) ou em pacientes com
gueimaduras e escoriacdes (MENDES et al., 2001).

A atividade antiinflamatdria do extrato aquoso de A. chica foi avaliada por
meio de testes in vitro e de modelos experimentais de pleurisia e de ativacdo de
linfocitos em camundongos, onde foi observado que na dose de 200mg/kg, houve
significativa inibicdo do acumulo de neutrdfilos pleurais, da producdo de 6xido nitrico
sugerindo a acao antiinflamatéria do extrato de A. chica e sugeriram uma atividade
imunomoduladora (SAMPAIO et al., 1998a, 1998h).

A administracdo, por via oral, do extrato de A. chica na dose de 70mg/kg
inibiu significativamente o edema induzido pela formalina em pata de camundongos
(ANDRADE; OLIVEIRA; SANTOS, 1997).
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Atividade antiinflamatoria do extrato também foi evidenciada em modelos
experimentais de alergia, onde foi observada a inibicdo do acumulo de leucdcitos
totais, neutrdfilos e eosindéfilos (MELLO et al., 2002).

Em pacientes com queimadura cutanea de primeiro e segundo graus,
observou-se acentuada atividade antiinflamatoria e cicatrizante do creme de A. chica
a 2% em comparagao com o grupo controle (MENDES et al., 2001).

Lima et al. (1995) observaram atividade antimicrobiana do extrato de A.
chica contra espécies de Candida ssp., de Mycobacterium ssp., de fungos
filamentosos e de bactérias Gram-positivas.

Embora a Arrabidaea chica seja utilizada pela populacdo como
antianémico, este efeito ainda nado foi comprovado cientificamente. Apos
administracao do extrato via oral por 60 dias, ratos Wistar apresentaram aumento do
valor do micro-hematocrito (11,3%), da hemoglobina (22,44%) da hematimetria
(14,8%) e da leucometria (38,9%) em relacdo aos mesmos parametros medidos
antes do tratamento. Estes valores diminuiram apos a interrupcdo do mesmo
(OLIVEIRA et al., 1996a).

De acordo com Arakian et al. (1998), o ferro existente nas folhas de A.
chica nao € biodisponivel. Além disso, as quantidades de ferro, manganés, zinco e
cobre, quando avaliadas em relacdo a média do consumo diario humano,
apresentam-se inferiores as necessarias para justificar atividades terapéuticas
(SOARES, 2003).
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4 MATERIAL

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus NAvegicus) normotensos e
espontaneamente hipertenso (SHR), pesando entre 200 e 300g, e camundongos
(Mus musculus) pesando entre 20 e 30g, ambos os sexos, todos provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2 — A = Rattus NAvegicus e B = Mus musculus

Todos os animais foram mantidos sob condi¢cdes controle de temperatura
(21 + 1°C), em um ciclo claro e escuro de 12 horas (6h00 as 18h00), e com livre
acesso a agua e a alimentacdo. Os experimentos eram realizados no periodo de
7h00 as 17h00 (in vivo) e de 7h00 as 19h00 (in vitro).

Todos o0s protocolos experimentais desenvolvidos neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA),
certificado de niumero 002/2009.

4.2 Planta

A coleta das folhas de Arrabidaea chica Verlot foi realizada no Horto
Medicinal do Herbério Atico Seabra da Universidade Federal do Marnhdo (UFMA),
no més de fevreiro de 2006. Coletou-se uma amostra para o preparo de exsicata,
que se encontra registrada e catalogada sob o numero 1067, no herbario “Atico

Seabra” do Departamento de Farmécia.
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4.3 Drogas e reagentes

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados: tiopental
sédico (Cristdlia), Birtartarato de NAadrenalina (NA), cloridarato de acetilcolina, L-
NAME (N®-nitro-L-arginina-metil éster), indometacina (IND), cafeina (CAF),
tetraetilamonio (TEA), BayK8644 S-(-)-1,4-diidro-2-6-dimetil-5-nitro-4-[2-
(trifluorometil)fenil]-3-acido piridinecarboxilico ester metilico, KT5823 (Todos Sigma-
aldrich St. Louis, MO, EUA).

A solucdo de indometacina foi preparada pela diluicdo do farmaco em
bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 5% em agua destilada e etanol PA (95%). As
demais substancias utlizadas foram dissolvidas em agua destilada. Todas as
solucdes foram mantidas em temperatura de 0°C e por ocasido da realizacdo dos
experimentos, foram diluidas em salina ou agua destilada, para 0os ensaios in vivo ou

in vitro, respectivamente.
4.4 Solucgdes nutritivas

Para a preparacdo das solu¢cdes nutritivas de baseou-se na metodologia
desenvolvida por Tanaka et al. (1999). Os sais utilizados em todas as preparacdes
das soluc¢des nutritivas foram: cloreto de sodio (NaCl 158,3 mM), cloreto de potassio
(KCIl 4 mM), cloreto de calcio (CaCl, 2 mM), cloreto de magnésio (MgCl, 1,05 mM),
glicose (C¢H1206 5,6 mM) (Merck, darmstadt, Alemanha), bicarbonato de sodio
(NaHCO3; 10 mM), fosfato de sédio (NaH,PO,4 0,42 mM) (todos da Merck (Darnstadt
Alemanha)), &cido etileno-diamino-tetraacético (EDTA 1mM), (Sigma-aldrich St.
Louis, MO, EUA). No preparo das solucdes despolarizantes de Tyrode com cloreto
de potassio a 20 mM, 60 mM ou 80 mM, a concentragdo de Na" foi isosmoticamente
alterada. Nas solucdes livres de Ca?* foi omitida a adicdo de CaCl, e adicionou-se 1
mM de EDTA. Porém no preparo de solu¢cdes nominalmente sem célcio apenas
omitiu-se o CaCl,. Apds o preparo das solucbes mediu-se o pH, que era ajustado

para 7,4, guando necessario.
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5 METODOS DE ANALISE FITOQUIMICA

5.1 Obtencao do extrato hidroalcoolico de Arrabidaea chica Verlot (EAC)

O material vegetal coletado foi seco a 40° C em estufa com circulacdo de ar e em
seguida pulverizado em moinho elétrico para obtencao do p6, que foi embebido em alcool etilico a
92% e posto em maceracdo, sob agitacdo manual diaria. A extracdo alcodlica do macerado foi

realizada mediante trés trocas sucessivas a cada 72 horas, com a renovagéo do solvente. Ao final
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deste processo, os extratos foram reunidos e filtrados com gaze. O filtrado foi concentrado em
rotaevaporador (MARCONI), & presséo reduzida e a temperatura de 44°C. Deste processo foi obtido
o extrato hidroalcéolico (EAC), que foi acondicionado em frasco ambar e conservado sob refrigeracao
(5°C) (Esquema 1).

Para a determinacdo do peso seco foram utilizadas trés aliquotas de 0,5
mL do EAC em béckeres secos previamente tarados. O solvente das aliquotas foi
evaporado sob corrente de ar quente e 0os béckeres apds resfriamento, pesados em
balanca analitica (SARTORIUS) para determinagcdo do peso seco dos residuos. Esta
operacao foi repetida sucessivas vezes até obtencdo de pesos constantes. Para
calculo do rendimento (%) utilizou-se o peso total do pd, o peso seco obtido e o
volume final total do extrato concentrado.

Quando necessarias pequenas aliquotas, determinadas previamente
em funcdo do peso seco do extrato e do peso dos animais, foram pipetadas em
béckeres, e o solvente foi evaporado sob corrente de ar quente e em seguida o
volume foi completado para concentracdo desejada com agua destilada ou
solucéo fisiologica, conforme a via de administracdo a ser utilizada (RIBEIRO,
2002).
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Folhassecas pulverizadasde
Arrabidaea chica Verlot

Etanol 92%
(Maceragao; concentragao
em rotaevaporador)

Extrato Hidroalcoolicode Arrabidaea
chica Verlot
(EAC)

v N

Testes Toxicologicos

e Farmacologicos

Esquema 1 - Obtencéo do extrato hidroalcodlico de Arrabidaea chica Verlot

5.2 Fracionamento do EAC

Uma aliquota de 5g de EAC foi acidificada com acido cloridrico 0,1 N,
originando um extrato acidificado ao qual foi submetido a parti¢cao liquido-liquido com
acetato de etila, de onde obteve-se uma fracdo acetato de etila | e uma fracéo
hidroalcodlica acidica, que foi neutralizada com uma solucao de hidréxido de sodio,

5%,0btendo-se o0 que denominamos de fracdo acetato Il (FA) (Esquema 2).
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EAC

l Particao em Ac. Cloridrico 0.1N
EACacidico

l Acetatode etila

l |

Fracaode Acetato | Extracao hidroalcodolica acidica

|

Fracaode Acetato Il (FA)

|

Coluna cromatografica

Esquema 2 — Esquema representativo de fracionamento do EAC de Arrabidaea chica

Apoés a obtencdo da FA, esta foi exposta a corrente de ar quente para
evaporacao do solventes e em seguida adicinou-se hexano para ser aplicado em
uma coluna cromatografica preparativa (CCP), utlizando-se eluentes com
polaridades crescentes, partindo-se do hexano e finalizando- se com metanol. Desta
coluna foram obtidas 75 fracBes que foram reunidas apds analise cromatografica em
camada delgada comparativa (CCDC). Apds analise das CCDC, as fracdes foram
reunidas, conforme o perfil cromatografico semelhantes, resultando em 14 fracdes
reunidas. Dentre estas 14 fracdes, procedeu-se um screening quimico, considerando
o rendimento e o grau de pureza em CCDC e desta forma selecionou-se a F63 para

realizac6es de ensaios quimicos e farmacoldgicos.



METODOS DE ANALISE FITOQUIMICA 50

Hexano(Hex) (100%)

Hex: Acetato de Etila (AcEtil) F1
(9:1)

Hexano:AcEti (7:3) F2

Hexano: AcEti (5:5) F3

AcEti: Hexano (7:3) F4-5

AcEti: Hexano (9:1) F6-7

AcEti: Hexano (9,5:0,5) F8-18
Fracdo AcEti(100%) F19-23
Acetatoll Diclorometano F24-26

(FA) (DCM)(100%)

DCM: metanol (MeOH)(9:1) F27-38
DCM: MeOH(8:2 F39-55
DCM: MeOH(7:3 F56-62

)
)

DCM: MeOH(6:4) ——  F63
)

DCM: MeOH(5:5 F75
MeOH(100%) F76

Esquema 3 - Esquema representativo de separacao dos eluentes utilizados em

coluna cromatografica

5.2.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

O EAC e a F63 foram analisados e comparados por CCDC, segundo
descrito por STHAL (1969). Foi empregada uma suspensédo de silica gel G em
agua destilada, que foi espalhada em camada de 0,2 mm de espessura, em
placas de vidro. As placas foram ativadas em estufas a 100°C durante duas horas
e eluidas em cubas cromatograficas contendo os solventes cloroférmio e metanol
P.A (1:1;6:4; 7:3;9:3). Os cromatogramas foram revelados com iodo metalico

sublimado.

5.3 Andlises quimicas da fracdo F63 por 1IHRMN e CLAE
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A F63 foi ativa em experimentos in vitro e em consequéncia desta
atividade realizou-se a andlise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(*H-RMN) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta parte do
estudo foi realizada no Instituto de Botéanica de S&o Paulo sob a supervisao da
Dra Luce Maria Brand&o Torres.

O espectro de 'H-RMN foi obtido em aparelho Brucker (DRX-500,
Central Analitica da Universidade de S&o Paulo). A amostra foi dissolvida em
metanol deuterado (CD3OD). As areas relativas dos picos das absorbéancias, que
representam o numero de hidrogénio obtido por integracdo eletrbnica e suas
multiplicidades apareceram como sinal simples, sinal duplo e sinal multiplo. Os
valores de deslocamento quimico foram medidos em unidades adimensionais (d)
ou ppm e a multiplicidade dos sinais foram referidas como sinal simples (s), sinal
duplo (d), sinal triplo (t) e sinal multiplo (m). As medidas das constantes de

acoplamentos (J) foram medidas em Hz.

O cromatograma por CLAE foi obtido em sistema Varian (Pro Star
modelo 310) da Secéo de Fisiologia do Instituto de Botanica, da Secretaria do
Meio Ambiente de Sao Paulo utilizando um sistema gradiente linear do eluente A,
agua ultra pura da Mili-Q (Millipore) com 0,1% de &cido trifluoracetico (TFA,
MercK) e eluente B acetonitrila (ACN, grau HPLC, J.T Baker). O gradiente linear:
no tempo inicial da eluicdo, 80% de A e 20% de B até 70% de B, em 45minutos,
com fluxo de 1mL/min. A coluna utilizada foi uma Luna 5 p C18, dimensdes 250 x
4,60mm (Phenomenex), com pré-coluna de C-18. As amostras foram filtradas em
filtro (Millex, 0.45 um), o volume injetado de amostra foi de 20 yL e a deteccéo foi
a
254 nm. Os resultados foram expressos em tempo de retencéo e a concentracao

das amostras em porcentagem (%).

5.4 Andlise farmacogndstica qualitativa do EAC

e Teste para taninos e fendis

Transferiu-se 4mL do EAC, para dois tubos de ensaio e acrescentou-se

4 mL de alcool absoluto para a diluicdo. Apds a diluicdo acrescentaram-se 3 gotas
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de Cloreto Férrico em um dos tubos. Observou-se se houve ou ndo formacéo de
precipitado ou mudanca de coloragdo em comparacao com o branco. A formacao de
precipitado e de coloracdo azul escuro indica a presenca de taninos hidrolizaveis. Se
a coloracéo for verde, esta indica a presenca de taninos condensados.

e Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonéides

Inicialmente enumerou-se quatro tubos de ensaio (0, 1, 2 e 3), e em
ambos foi acrescentado 3 mL de EAC mais 4mL de alcool absoluto. O tubo “0” € o
branco. Em seguida, utilizando-se solu¢gdes de HCI 0,1N e de NaOH 0,1N, ajustou-
se 0 pH das amostras 1, 2 e 3 para pH = 3, pH = 8,5 e pH = 11. Assim, observou-se
a coloracéo resultante e comparou-se com o tubo contendo o extrato em pH original
(branco). A presenca de antocianinas e antocianidina sdo indicadas quando em
pH=3; pH= 8,5 e pH=11 obtém-se as colora¢cbes vermelho, lilds e azul purpura
respectiva e simultaneamente. As presenca de compostos do tipo flavononas,
flavondis e xantonas é indicada pela coloracdo amarela em pH= 11. Os compostos
do tipo flavononois sao detectados pela presenca da coloracdo vermelho laranja em
pH=11. As cores, vermelho no pH= 3 e vermelho parpura em pH=11

simultaneamente indicam a presenca de compostos do tipo auronas.
e Teste para leucoantocianidinas, flavononas e catequinas

Inicialmente foram enumerados dois tubos de ensaio 5 e 6, e em seguida
foi acrescentado aos mesmos 3 mL de EAC mais 4 mL de alcool absoluto. No tubo 5
foi acidulado até pH 1 e o tubo 6 foi basificado até pH 11. O tubo “0” do experimento
anterior continua sendo o branco. O aparecimento ou intensificacdo de cor indica a
presenca de constituintes especificados. As cores vermelha e amarelo-pardo em
pH = 1 indica constituintes do tipo leucoantocianidias e catequina respectivamente
as cores. A presenca de flavanononas € possivel perceber-se pelo surgimento da

cor vermelho-alaranjado em pH=11.
e Teste para resina

Primeiramente, fez-se um teste rapido para a identificacdo de resinas,
adicionando-se em um tubo de ensaio 3ml do extrato concentrado e 6ml de agua
destilada (3mL de cada vez), observando-se a ocorréncia ou ndo de um precipitado
floculoso apoOs agitacdo. Caso ocorra a formacdo de tal precipitado, deve-se

prosseguir com a determinacgéo. Para tanto, pegou-se uma nova amostra de 3ml do
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extrato e ajustou-se o pH para 4, utilizando-se solugées de HCI 0,1N e de NaOH
0,1N. A seguir, faz-se uma filtracdo e descarta-se o filtrado. Ao residuo formado,
adiciona-se 5ml de alcool etilico P.A. obtendo-se outro filtrado. Retira-se uma
aliquota de 3ml do novo sobrenadante e acrescenta-se mais 6ml de agua destilada
(3ml de cada vez). Finalmente, leva-se a mistura ao aquecimento por alguns
minutos, observando-se ou ndo a formacao de um precipitado floculoso. Caso haja
novamente a formacédo do precipitado, o teste é positivo para resinas.

e Teste para Alcal6ides

Inicialmente, secou-se, em banho-maria, 20mL do EAC concentrado. Em seguida,
adicionou-se 20 mL de &cido sulfurico a 1% e levou-se ao banho-maria para ferver durante 2 minutos.
Apos a fervura, resfriou-se a mistura e filtrou-se com funil e papel de filtro. Dessa forma, distribuiu-se
igualmente o volume obtido em trés tubos de ensaio, colocando-se em cada amostra 4 gotas dos
reagentes de Hager, Mayer e Dragendorff. Caso haja a formacéo de precipitado em pelo menos dois
dos trés tubos, o teste é positivo para alcaléides.

o Teste para &cidos Fixos Forte

Secou-se 20 mL do EAC concentrado em banho-maria, e depois do resfriamento
acrescentou-se 1 mL de Etanol P.A. Misturou-se a amostra e sem seguida acrescentou-se 2 mL
Hidroxido de Aménio Concentrado. Em seguida levou-se a mistura para aquecimento por dois
minutos. Apés isso, a mistura foi filtrada (papel de filtro), e o filtrado foi levado ao banho-maria até a
formacgdo de residuo seco. Este ultimo foi levado & estufa por dez minutos. Apds esse tempo, 0
residuo seco foi redissolvido em 2 mL de 4gua destilada e a mistura foi filtrada, sendo que essa
solucéo foi dividida em duas partes e transferida respectivamente para tubos de penicilinas, um dos
guais por sinal j4 estava colocado 1mL de hidroxido de sédio 1IN. Apds isso se umedeceu duas
pequenas tiras de papel de filtro no reagente de Nessler e as colocou dentro, mas néao tocando, as
solugBes presentes nos vidros de penicilina. Caso o pedaco de papel de filtro presente na solucdo
gue apresentava a quantidade de 1 mL de NaOH (1N), apresente-se a coloragdo marron, seria um

indicativo para a presenca de &cidos fixos fortes.

e Teste para Esterdides e Triterpenos

Inicialmente, secou-se totalmente 20 ml do EAC concentrado em banho-
maria. Em seguida, adicionou-se 3 ml cloroférmio por duas vezes, triturando-se
completamente o extrato seco. Apoés a trituracao, filtrou-se a mistura em algodéao,
usando um pouco de sulfato de sédio anidro. Ao filtrado adicionou-se 1 ml de
anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico concentrado, agitando-se suavemente e

observando-se a modificagcéo da cor.
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e Teste para saponinas

Dissolveram-se os residuos cloroférmicos do extrato seco em 5 a 10 ml de agua
destilada. Filtrou-se e agitou-se fortemente por 3 minutos. Assim, observou-se ou ndo a ocorréncia de
espuma abundante e persistente. Caso positivo faz-se a confirmacdo adicionando-se ao filtrado 2 ml
de &cido cloridrico concentrado, deixando-se em banho-maria por 1 hora. Apés o resfriamento,
neutralizou-se a mistura com carbonato de sodio. Finalmente, agitou-se e observou-se a presenca ou

ndo um precipitado. Caso haja uma sedimentacéo, o teste é positivo para saponinas.

e Teste para Cumarinas

Utilizando-se um papel de filtro ndo fluorescente, com o auxilio de um capilar pingou-se
uma gota do EAC de modo a formar duas manchas circulares de aproximadamente 1,5 cm de
didametro. Feito isso, adicionou-se a uma das manchas uma gota de KOH alcodlico 0,1 N. Em
seguida, cobriram-se parcialmente as duas manchas com papel cartéo opaco e levou-se a camara de
ultravioleta (UV) por 2 a 3 minutos. Passado o tempo, retirou-se o cartdo e ainda sobre a luz UV
observou-se a ocorréncia ou ndo de fluorescéncia da mancha alcalinizada. Assim, o resultado é
positivo para cumarinas quando a metade da mancha alcalinizada ndo coberta apresenta

fluorescéncia forte.
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6 METODOS DE AVALIACAO TOXICOLOGICA- IN VIVO

6.1 Determinacéo da toxicidade aguda (DLsp = Dose Letal 50%)

Ratos e camundongos adultos de aproximadamente 60 dias de idade,
de ambos os sexos, foram mantidos em area setorial e isolada para animais no
Laboratério de Farmacologia da UFMA passando por um periodo de adaptacéo
as condi¢cdes ambientais durante sete dias, com fornecimento de 4gua e alimento
ad libitum. Os ratos foram divididos em seis grupos experimentais com doze
animais em cada (62 e 6%), com administracdo das seguintes doses de acordo
com o tratamento estabelecido: solucdo de NaCl 0,9% (grupo controle), em
volumes (0,1mL/ 100g) equivalentes aqueles dos grupos tratados com extrato
hidroalcodlico das folhas de Arrabidaea chica Verlot (EAC), 0,5g/kg; 1g/kg; 2g/kg;
3,5/kg e 5g/kg, pelas vias oral (v.0). Os camundongos foram divididos em grupos
experimentais com cinco animais cada (54 e 52), nos quais foram administrados,
pela via intraperiotoneal (i.p), solucdo de NaCl 0,9% (grupo controle) ou EAC de
Arrabidaea chica Verlot (0,5 g/kg, 1 g/kg e 2 g/kg). Nos experimentos em que 0
extrato foi administrado por v.o., 0s animais foram deixados em jejum prévio de

oito horas, sendo fornecido novamente o alimento, uma hora apoés o tratamento.

Apo6s administracdo do EAC, foi avaliado o indice de sobrevivéncia dos
animais nos diferentes grupos durante 14 dias consecutivos. Neste periodo outros
parametros fisioldgicos foram avaliados. A analise consistiu na observacdo e
registro diario do peso corporal dos animais, peso médio de racdo consumida,
volume médio de agua consumida, caracteristicas das fezes, coloracdo e
caracteristicas do pélo do animal e resposta motora ao toque da cauda, para

verificacdo de possiveis efeitos residuais das substancias (MALONE, 1997).

A dose letal para 50% da populacdo foi determinada a partir da
porcentagem de animais que sobreviveram ap6s uma Unica administracdo do

EAC, avaliada ao longo dos 14 dias de observacao.

No 14° dia foram coletadas amostras de sangue dos ratos para
posterior dosagem bioquimica e analise hematolégica. Em seguida, ratos e

camundongos foram eutanasiados para realizar-se a andlise macroscopica do:
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figado, baco, pancreas, rins e estbmago (ARAUJO et al., 1996; LARINI, 1997;
CERUTTI et al., 2000).

6.2 Analises Bioquimica e Hematolégica

Inicialmente os animais foram anestesiados com tiopental sddico e apés laparotomia, a

artéria abdominal foi visualizada e puncionada com scalp n° 21 para a coleta do sangue.

Para a separagcdo do soro, o sangue coletado foi imediatamente incubado em banho
maria 37 °C por 30 minutos e, a seguir, centrifugado a 3000 rpm (rotacdo por minuto) durante 10
minutos. O plasma foi separado na presenca de EDTA a 10% e sobre centrifugacdo nas mesmas
condicbes citadas anteriormente. A partir do soro foram determinadas as concentragBes de
triglicerideos (TG), creatinina (CK), colesterol total (CT), colesterol de alto peso molecular (HDL),
aspartato amino-transferase (AST), alanina amino-transferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), glicose

(Gl), e uréia (UR), utilizando Kits comerciais.

A determinacdo de parametros hematologicos como, contagem de
hemacias (RBC), dosagem de hemoglobina (Hb), hematécrito (Ht), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracao
hemoglobinica corpuscular média (CHCM), contagem global de leucocitos (WBC), e
plaquetas (PLT), foram determinados, de forma automatizada, em sangue
anticoagulado com EDTA (SILVA, 2003). A contagem diferencial de leucécitos foi

feita, em microscopio 6ptico, com esfregacos sangliineos corados.
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7 METODOS DE AVALIACAO FARMACOLOGICA - IN VIVO e EX-VIVO

7.1 Tratamentos cronicos com administracao do EAC por via oral

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos (60 dias de
idade) foram divididos em grupos controle tratado com salina (1mL/100g) e grupo
EAC, subdividido em doses: 0,1 g/Kg; 0,25 g/Kg e 0,5 g/Kg, os quais foram
tratados durante o periodo de 60 dias diariamente por via oral (v.0),). Durante
esse intervalo de tempo, foram utilizados procedimentos de manutencédo e
observacéo dos animais quanto ao peso corpoéreo, racao consumida e registro da
pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), através do método indireto. Ao
final de 60 dias de tratamento os animais foram anestesiados, e procedeu-se a
coleta do sangue para realizacdo das dosagens bioquimica e em seguida foram
eutanasiados, e os orgaos como pulmao, coracao, figado e rins foram retirados
para analise morfolégica macroscopica. A artéria mesentérica superior foi

removida para avaliacdo da reatividade.

Os parametros comportamentais foram avaliados diariamente, segundo
critérios de Malone (1997), para avaliacdo de um possivel efeito residual do
extrato. A observacdo destes sinais ocorreu aos 30, 60,120 e 240 minutos no

primeiro dia e a cada dois dias, durante o periodo de tratamento.

7.1.1 Evolucao da massa corporal e consumo de racéo

Esses parametros foram avaliados durante o tratamento crénico do
EAC por v.o (item 7.1). Os animais foram pesados trés vezes por semana, a partir
do primeiro dia, para administracdo das doses do extrato, e o acompanhamento
do desenvolvimento ponderal foi avaliado a partir do segundo dia de tratamento. A
racdo consumida pelos animais foi avaliada por gaiola, subtraindo-se o peso
restante de alimento de um peso fixo colocado em cada gaiola diariamente. Para
construgcdo das curvas de evolugdo ponderal e de consumo de alimentos foram
utilizadas as médias semanais obtidas a partir das médias diarias dos valores de

cada parametro para cada grupo (n= 12).
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7.1.2 Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca de ratos normotensos e
hipertensos SHR n&o anestesiados

Para a determinacdo destes parametros, utilizamos o método indireto,
onde o0s animais submetidos ao tratamento crénico, foram previamente aquecidos
durante 5 minutos a 42°C, e, a seguir, colocados em um contensor, que deixa a
cauda livre para adaptacao do manguito de pressao e de um cristal piezoelétrico,
tipo Korotkoff, para registro das pulsacdes arteriais, através do sistema LE 5001
Pressure Meter - LSI LETICA (Figuras 3A e 3B). Os animais ndo foram
manipulados durante 4 minutos, evitando-se assim as reacfes pressoricas ao
aquecimento e contencao (FREGLY, 1963; LAPA et al., 2001).

Ap6s o periodo de adaptacdo ao sistema para afericdo da pressao
arterial correspondente a 7 dias, os animais foram tratados por via oral, conforme
descrito no item 7.1.

Neste registro foram captados os valores da pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC), diariamente, sendo que a administracao diaria
do EAC sempre foi realizada apos as afericbes. Os gréaficos foram obtidos a partir
das médias semanais dos valores de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca para

cada grupo.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 3 - Sistema de afericAo pressdo arterial média (PAM). A:
Detalhe frontal do sistema de afericdo de pressédo arterial
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(LSI LETICA). B: Viséo geral do aparelho e contengéo do
animal para registro
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7.1.3 Andlise macroscopica dos 6rgaos

Ao final do tratamento os animais foram autopsiados e os 6rgdos como
rins, pulmdo, coracdo, figado, baco e pancreas foram analisados
macroscopicamente, para a deteccdo de possiveis sinais de toxicidade causadas
pelo EAC.

7.1.4 Analise bioquimica do sangue

Apoés os 60 dias do tratamento, os animais foram submetidos a um
jejum de 12 horas para posterior coleta de amostras de sangue pela puncédo da
artéria abdominal, utilizando-se scalp n° 21. O sangue de cada animal foi
colocado em tubos de vidro, e centrifugado para obtencdo do soro. Em seguida
este foi separado e acondicionado em frascos do tipo Eppendorf® para as
determinacdes bioquimicas. Os parametros bioquimicos foram determinados no

analisador semi-automatico Bioplus 2000°.

Os parametros foram avaliados por dois métodos diferentes, utilizando
kits comerciais. Por métodos enzimaticos foram determinados: glicose, uréia,
creatinina, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, albumina e proteinas
totais. Por métodos cinéticos foram determinados alanina aminotransferase (ALT),

aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP).

7.1.5 Avaliacdo da reatividade vascular dos animais Normotensos e

espontaneamente hipertensos tratados crénicamente

Para os experimentos com artéria mesentérica superior isolada, anéis (0,5
cm de comprimento) sem endotélio foram cuidadosamente colocados entre fios de
aco inoxidavel (50 um de diametro), suspendidos em uma camara de 6rgéo isolado
(5,0 ml), contendo solucao de Tyrode (pH 7,4, 37°C) e equilibrados com CO;, 5% e
0, 95%. As variacdes de tensao das preparagdes foram medidas com um transdutor

de forca isométrico e registradas em um sitema de aquisicdo PowerLab 30.5. Os
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anéis foram inicialmente equilibrados por 1 hora sob uma tensdo de repouso Gtima

de 1,0 g e lavados a cada 10 minutos. Ap0s a estabilizacéo, foram realizadas curvas

concentragéo-resposta para noradrenalina (1 nM a 1 uM) (BORGES et al., 1999).
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8 METODOS DE AVALIACAO FARMACOLOGICA - IN VITRO

8.1 Preparacdo de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
espontaneamente hipertensos (SHR) com ou sem endotélio vascular

Os ratos foram anestesiados e em seguidas eutanasiados. Ap6s uma
incisdo no abdomen do animal, a artéria mesentérica superior foi retirada e, livre de
tecido conectivo e adiposo (Figura 4), foi seccionada em anéis do primeiro segmento
da artéria (1 - 2 mm). Os anéis foram mantidos em cubas contendo 10 mL de
solugéo de Tyrode, a 37° C e gaseificada com uma mistura de 95 % de O, e 5 % de
CO; (carbogénio) (Figura 5). Esses anéis foram suspensos por linhas de algodao
fixadas a um transdutor de for¢ca acoplado a um sistema de aquisicdo (PowerLab,
ADinstruments PTY Ltd, Sydney A) para o registro das tensdes isométricas (Figura
6). Cada anel foi submetido a uma tenséao constante de 0,75 g por um periodo de 60
min. Durante este tempo, as solu¢des nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos
para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970; LIMA-
LANDMAN et al., 2007).

Apoés obtencdo de uma curva concentracao-resposta com a noradrenalina
(NA) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR, antes da
verificacdo da presenca do endotélio vascular, observou-se que a concentracao de
(10uM) de NA induzia uma contracdo de magnitude semelhantes em 95% das
preparacdoes. Com base nestas observacdes utilizou-se para todos os procedimentos
de verificacdo do endotélio vascular a concentracao de (10uM) de NA. Os anéis sem
endotélio vascular foram obtidos mecanicamente através do atrito entre as paredes
internas do vaso com uma haste de metal. A presenca do endotélio vascular foi
verificada pelo relaxamento dos anéis apés adi¢do de (10 puM) de acetilcolina (ACh).
A partir desta observacéo todos os protocolos realizados em anéis mesentéricos de
ratos SHR foram seguidos deste procedimento para verificagdo do endotélio
vascular.

Foram considerados com endotélio, os anéis de artéria com relaxamento
superior a 70% da contracdo induzida por NA (10 uM) para ratos SHR. Os anéis com
relaxamentos inferiores a 10 %, foram considerados sem endotélio (FURCHGOTT,;
ZAWADZKI, 1980; PRIVIERO et al., 2007).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4 - Artéria mesentérica
superior isolada de
rato

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5 - Cuba para 6rgéo isolado
contendo anel de artéria
mesenteérica superior
isolada de rato em
solucao nutritiva  de
Tyrode

|
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Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 6 - Vista geral do sistema de aquisi¢cdo de dados in vitro
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8.2 Protocolos experimentais

8.2.1 Andlise de EAC e F63 sobre adrenoceptores de artéria mesentérica superior
de ratos hipertensos SHR

Apoés a verificagdo da integridade do endotélio, como descrito no item 8.1,
as preparacfes de anéis de artéria mesentérica foram estabilizadas durante 60
minutos, em liquido nutritivo de Tyrode normal e em seguida foram adiconadas
concentracdes crescentes de NA (10° a 10® M) para obtencdo de curvas
concentragcao — efeito na auséncia e na presenca dedo EAC nas dose de 100, 200 e
300ug/ML e F63 (10; 20; 30 pg/mL) (Esquema 4). Este mesmo protocolo
experimental foi realizado em anéis de artéria mesentérica desprovida de endotélio
guando se testou o EAC nas concentracfes anteriormente citadas.

Os valores da CEsp foram obtidos por regresséao linear ou néo linear, a
partir das curvas dose efeito obtidas na presenca e na auséncia do EAC ou F63. Os

valores de pD; (-log CEsp) foram obtidos dos valores de CEso de cada experimento

AcCh (10pM) NA (10— 10 M)

+
e
. L .
60 Mmin. ; 30 min. 20 min.
Aoy -

-
EAC ou FG3

ACh (10uM) NA (10— 10 M)

t\rA (101)

Esquema 4 - Esquema representativo do protocolo experimental da avaliagdo do
efeito de EAC e F63 em anéis providos de endotélio (E+) e anéis
desprovidos de endotélio (E-) isolados de artéria mesentérica
superior de ratos, em concenrtaces cumulativa de NA (10° a 107).
L= lavagem da preparacédo com Tyrode

8.2.2 Avaliacdo da influencia do endotélio funcional no efeito vasorelaxante de EAC

e F63 em artéria superior de ratos hipertensos SHR

Para avaliar a participagdo do endotélio no efeito de EAC e F63
concentragbes crescentes de EAC (1; 5; 10; 50; 100, 250 e 500 pg/m/L) e F63
(1;5;10; 20;30 e 50 pug/mL) foram adicionadas cumulativamente nas cubas contendo

0s anéis de artérias, uns providos e outros desprovidos de endotélio funcional, pré-
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contraidos com NA (10uM), para obtencdo de curvas concentragdo-resposta. As
respostas foram analisadas, sendo os valores de Clsy das curvas individuais

calculados e comparados estatisticamente (Esquema 5).

E+ E-

Ach Ach EAC o F63
) s CouFd
{10pn) L EAC ou F63 “1‘"'1]'_ L
L ; ;
| ] ]
0 1 0 0 A A
NA NA NA NA NA

NA

(Lopm) (10 1) {10 M) L0pM} - yopumy

(L0 pry

Esquema 5 - Esquema representativo do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito de concentracdes crescentes de EAC e F63 em anéis providos
de endotélio (E+) e anéis desprovidos de endotélio (E-) isolados de
artéria mesenteérica superior de ratos, pré-contraidos com NA (10uM).
L= lavagem da preparacédo com liquido nutritivo

8.2.3 Verificacdo da participacdo do NO na resposta relaxante induzida por EAC em

anéis de artéria mesentérica superior de ratos SHR

Para avaliar a participacdo do Oxido nitrico no efeito do EAC, foi
adicionado L-NAME (100uM), um inibidor competitivo da sintase do NO (MONCADA,;
HIGGS, 1993) as cubas contendo anéis de mesentérica com endotélio intacto,
ficando incubado por 30 minutos. Na sequéncia obteve-se uma contracao induzida
pela NA (10uM), na fase tonica da qual foi feita a adicdo cumulativa de EAC (100;
200 e 300upg/mL) (Esquema 6). As respostas induzida pelo EAC antes e apés a
incubacdo com L-NAME foram estimadas. Os valores de Clso foram calculados e

comparados estatisticamente.
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8.2.4 Avaliagdo da participacdo dos metabolitos da via do acido araquidénico na
resposta vasorelaxante induzida por EAC em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de ratos hipertensos SHR

Para avaliar a influéncia de alguns metabdlitos do acido araquid6nico no
efeito do EAC e fracdes, indometacina (10uM), um inibidor ndo seletivo COX (CARK;
FUCHS, 1997), foi incubada por 30 min. Na sequéncia obteve-se uma contracao
induzida pela NA (10uM), na fase tonica da qual foi feita a adigdo cumulativa de EAC
(1;5;10; 50; 100 e 300 pg/mL) (Esquema 6). As respostas induzidas pelo EAC antes
e apols a incubacdo com indometacina foram estimadas. Os valores individuais de

Clso foram calculados e comparados estatisticamente.

Ach{10pM)
\I/ EAC
L :
v e
U 7 A )
NOR NOR L-Name (100pM  \OR
{10 ) Ou
Indometacina (LOpM)
+30 min

Esquema 6 - Esquema representativo do protocolo experimental da avaliacdo da
administracdo de 100pM de L-NAME ou 10 puM de indometacina
sobre a resposta vasorelaxante produzida pelo EAC (100, 200 e 300
pHg/mL) em anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto, pré-
contraidos com NA (10uM); L= lavagem da preparacao.

8.2.5 Efeito do EAC sobre as contracfes induzidas por KCl 80 mM em anéis de

artéria mesentérica de ratos hipertensos (SHR)

Trinta minutos apos a verificacdo da presenca ou da auséncia do
endotélio vascular, o meio nutritivo de cada preparacao foi trocado por uma solugéo

com elevada concentracdo de potassio (KCI 80 mM), que promove uma
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despolarizacdo da membrana plasmatica causando a ativacdo dos canais para
célcio sensiveis a voltagem (Cay), promovendo o influxo de Ca®** gerando uma
contracdo (REMBOLD, 1996). Este processo foi entdo repetido com o objetivo de se
obter duas contragbes com magnitude similar para o KCI 80 mM. No componente
tbnico e sustentado da segunda contracdo com um tempo médio de 30 minutos para
a estabilizacdo foi adicionado a cuba concentracdes crescentes EAC de Arrabidaea
chica (100-500 uM/mL) de maneira cumulativa. A poténcia vasorelaxante EAC foi
avalida através de comparacao dos valores de pD; e Emax Obtidos para KCI 80 mM e
NAadrenalina (Esquema 7).

EACde Arrabidaea chica
100 -500ug/mL
Ach (LOpamM), _
v E

= |
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‘l' 320 min ?
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mpo (mind '1\ /]‘\
NOR{1OpM), KCl 80mM
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n

Esquema 7 - Esquema representativo do protocolo experimental da avaliagdo do
efeito de concentracdes crescentes de EAC (10 a 500 pg/mL) em
anéis desprovidos de endotélio isolados de artéria mesentérica de
ratos SHR pré-contraidas com KCI 80mM .L= lavagem

8.2.6 Avaliacdo do EAC ou F63 sobre as contracdes induzidas por CaCl, em anéis

de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos SHR

Apbs procedimentos realizados para verificacdo da auséncia do endotélio
vascular a solucdo de Tyrode da cuba foi substituida por uma solu¢do com elevada
concentracdo de potassio (KClI 60 mM), para obtencdo de duas contracBes com
magnitude similar. As preparacbes foram lavadas por uma solucdo de Tyrode
nominalmente sem calcio e permaneciam nesta solucdo por 15 minutos. Apds este
periodo, as preparacfes foram lavadas novamente com uma solucdo de KCl 60 mM
nominalmente sem calcio por mais 15 minutos em seguida induzia-se uma curva
cumulativa para CaCl, (10® — 10" M). Este procedimento foi repetido para
construcdo de uma segunda curva para o CaCl,. ApOs esse processo eram

adicionadas as cubas concentrac¢des isoladas de EAC (50; 100, 250 e 500 pg/mL)
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ou F63 (10, 20 e 30 pug/mL) por um periodo de incubacdo de 15 minutos, decorrido
este tempo induzia-se novamente uma curva cumulativa de CacCl,. (Esquema 8). Os
resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta contratil na
presenca EAC ou F63 com aquela obtida pela amplitude média das curvas controle
de CaCls.

Ach T d
) . yrode -2
(LO M) 2 Ca ~ o2+
l oCa* [10-63 102 1] o f‘aa‘loz"_
o6 )

’ 0 - .b ™
NOR KCIBO MM Kcagoa‘g-m KCI60mM 0Ca2+

{10 purAay KCIBO mhv EACOUFG2

OCa*2 (307}

Esquema 8 - Esquema representativo do protocolo experimental da avaliagdo do
efeito EAC ou F63 em concentracdes crescentes Ca?* ( 10® a 10™'M)
em anéis desprovidos de endotélio isolados de artéria mesentérica
de ratos SHR . L=lavagem

8.2.7 Efeito do EAC ou F63 sobre contra¢cGes induzidas por S-(-) BayK 8644 em

anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos SHR

Apoés a verificacdo da auséncia do endotélio vascular. As preparacdes
foram pré-incubadas com uma solucdo despolarizante de KCI (20 mM) por 20
minutos, este procedimento foi realizado para obter uma melhor resposta ao agente
contratil utilizado (BARRUS; REVIRIEGO; MARIN, 1996). Em seguida colocou-se as
cubas o Bay K8644 (10" pM) um ionéforo de Cay (BARRUS; REVIRIEGO; MARIN,
1996), para obtencdo de uma contracao sustentada. Na fase tonica desta contracao
adicionou-se o EAC (10; 25; 50; 100, 250 e 500 pg/mL) ou F63 (10; 25; 50; 100 e
300 pg/mL). O efeito vasorelaxante de EAC ou F63 foi avalida através de

comparacao dos valores de pD;, e Enax €m relacdo ao controle (Esquema 9).
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Esquema 9 - Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
verficacdo do efeito de EAC ou F63 sobre contracdo induzida por
BayK 8644 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
na auséncia do endotélio vascular.

8.2.8 Efeito do EAC ou F63 sobre as contragdes induzidas por NAadrenalina ou

cafeina em anéis de artéria mesentérica de ratos hipertensos SHR

Para verificar o efeito do EAC ou F63 sobre as contracGes dependentes
da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares, foram realizados experimentos
com EAC (100; 250 e 500 ug/mL) ou F63 (10; 25 e 50 pg/mL) conforme descrito por
Sakata e Karaki (1991). Os anéis de mesentérica desprovidos de endotélio foram
expostos a solucdo isosmotica de KClI 60 mM durante 3 minutos, sendo, lavadas
com solucdo de Krebbs livre de Ca**, na qual permaneciam por 2 minutos. Entdo,
foram adicionados 1uM de NA ou 20 mM de CAF as cubas. Uma lavagem com
solucdo de Krebbs foi feita para promover a reestocagem de Ca®". Todos estes
procedimentos foram repetidos para que as duas contracbes transientes
semelhantes fossem obtidas (controle). Em uma 22 repeticdo dos procedimentos
para obtencdo da 32, contracdo pela adicdo do agonista, concentracbes de EAC
foram incubadas na solucédo de Krebbs livre de Ca®*, e somente 30 min ap6s foi
adicionada NA (1uM) ou CAF (20 mM). Nos experimentos com NA a temperatura
dos banhos era de 37°C e nos individuais com CAF, 21°C. O efeito do EAC ou F63
foi calculado pela comparacdo da amplitude das contracBes induzidas pela NA e

CAF na auséncia e na presenca do EAC ou F63 (Esquema 10).
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Esquema 10 - Esquema representativo do protocolo experimental para avaliar o
efeito de EAC (100; 250 e 500 pg/mL) ou F63 (10; 25 e 50 pg/mL)
frente as concentragdes transientes induzidas por NA (1uM) ou
cafeina (20mM), em meio live de Ca ?*, sobre anéis de mesentérica
superior de rato. L= lavagem

8.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média + erro
padrao da média (e.p.m). Foi realizado teste t de Student ndo-pareado, para analise
de diferenca entre todas as médias e analise de variancia (ANOVA - one-way)
seguida do teste de Newman Keuls.

As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando
valor obtido para p foi menor que 0,05 (p<0,05). As diferencas entre as curvas foram
obtidas através de regressao nao-linear com variacédo da inclinacédo da curva (slope
variado). Os valores de pD, que corresponde ao logaritmo negativo do valor de CEsg
(concentracdo molar de uma substancia capaz de induzir 50% de uma resposta
maxima) foram obtidos através de regressao ndo-linear. O valor de Ensx corresponde
a média percentual de relaxamento do EAC ou F63 para cada condicédo estudada.

Toda a andlise estatistica e plotagem das curvas foram realizadas

utilizando o programa estatistico Graph-Pad Prism® 5.
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9 RESULTADOS DAS ANALISES FITOQUIMICA

9.1 Rendimento e propriedades fisicas do extrato hidroalcoolico de Arrabidaea
chica (EAC)

O extrato hidroalcodlico (EAC), preparado a partir das folhas secas, apresentou
coloracdo vermelha, e aroma adocicado, facilmente sollvel em agua e aspecto limpido. Obteve-se

um volume de 651 mL, peso seco de 283 mg/Kg e rendimento de 47,9%.

9.2 Resultados da analise farmacognostica qualitatiiva de EAC

Os resultados das analises farmacognésticas estdo apresentados na tabela 2, de acordo

com os critérios de Matos (1997) (Tabela 1)

Tabela 1 — Critérios para avaliacdo dos resultados

Critérios Grau de Intensidade
0 N&o detectado
- Tracos
+ Fraco
++ Moderado

+++ Forte
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Tabela 2 — Resultados da analise farmacogndstica de EAC

METABOLITOS

RESULTADOS

Taninos Pirogalicos (T. Hidrolizaveis)
Taninos Flobabénicos (T. Condensados ou Catéquicos)
Antocianinas e Antocianidinas
Flavonas, Flavondis e Xantonas
Chalconas e Auronas
Flavanondis
Flavanonas
Alcaldides
Acidos Fixos Fortes
Saponinas
Resinas
Triterpendis

Esterdides

0

++

+++

+++

+++

9.3 Rendimento e propriedade fisica da F63

A fracdo F63, apresentou coloracdo esbranquicada apos evaporacéo, e

rendimento de 12% em relacdo a FA.

9.4 Resultado das analises em CLAE, e 1HRMN da F63

Os dados de CLAE da F63 (Grafico 1) mostram, conforme o perfil

cormatografico observado, no método de deteccdo no comprimento de onda de

254nm, que esta fracdo € uma mistura. Os picos de tempos de retencao
Tr= 15.077min Tr= 15.01lmin eTr= 41.6min e rendimento de 14,58% 7,39 % e

7,92%, respectivamente, podem ser os componentes majoritarios da fragdo, uma

vez que aos outros picos observados no cromatograma estao abaixo de 3,7% em

F63. A analise por 'HRMN (Gréafico 1) mostra sinais caracteristicos para
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compostos alifaticos e arométicos que podem ser flavondéides, aclcar, esterdides
ou triterpenos e saponinas (observados pela *"HRMN), entretanto estes resultados
precisam ser confirmados com a obtencdo dos compostos puros e com novas

analises.

mVolts

15077

15 —

15813

10 —

Minutes

Grafico 1 - Cromatograma mostrando o perfil de F63 nas seguintes condi¢des
analiticas: HPLC Varian Pro Star, UV/VIS, gradiente linear com o
eluente A, H,Orra 01%, €luente B ACN, no To = 80% de A e 20% de B
até 70% de B, em 45minutos, com fluxo de 1mL/min em coluna 5 u
C18, dimensdes 250x4.60mm (Phenomenex), amostras filtradas de 20
UL e deteccdo no comprimento de onda de 254nm. Os valores
mostrados estdo expressos em Tr=min, a intensidade dos sinais em
mV e a concentracdo das substancias em % foram as medidas da
integral da area do pico

Os dados do espectro de *HRMN da fracdo F63 mostra que a mistura
contém compostos alifaticos e aromaticos. A identificacdo de compostos alifaticos
presentes em F63 esta baseada na presenca, no espectro do sinal intenso com
deslocamento quimico ©=1,29 caracteristico de hidrogénio de grupos (-CH,-)n e do
sinal triplo centrado em 6=0,89 do grupo metila (-CH3) terminal, observados em
compostos com longa cadeia carbbnica de alcanos, &cidos graxos e de
contaminantes de solventes organicos usados nos processos de fracionamento e
purificacdo. Os sinais observados na regidao de 6=6,7 a 8.1 sao caracteristicos de
hidrogénios aromaticos de compostos fendlicos em geral, como os flavondides,

como os de flavonadis e flavonas. Os sinais na regido de &= 3, 4 a 4,3 podem ser
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atribuidos aos hidrogénios ligados a heterodtomo, especialmente os hidrogénios
oximetinicos, como os de agucares. Os sinais intensos em 0 4,78 e 3,30 sdo do
solvente (Gréfico 2).Estes dados associados aos dados de triagem fitoquimica séo
indicativos da pressenca de flavonoides glicosilados em F63, mas que precisam de

analises complementares para a identificagédo.

T
12 11 10 9 8 7 6

0.3870
0.3120

Grafico 2 - Espectro de RMNH da F63 de Arrabidaea chica Verlot
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10 RESULTADOS DA AVALIACAO TOXICOLOGICA - IN VIVO

10.1 Avaliagdo da toxicidade aguda do EAC de Arrabidaea chica Verlot em ratos e

camundongos

m Camundongos ( Mus musculus)

O EAC de Arrabidaea chica Verlot, quando administrado por via intraperitoneal (i.p.), em
camundongos, ndo produziu quaisquer sinais de morte ou toxicidade nas doses utilizadas (0,5, 1,0 ou
2,0 g/Kg) durante os 14 dias de observagdo. Nao foram observadas altera¢cdes macroscopicas nos
orgaos apos autopsia dos animais e nos mesmos nao houve alteracdo ponderal em relagdo ao grupo

controle (Grafico 3).

40+
-~ CTL

354 -4 EAC 0,5 g/Kg
O EAC1g/Kg

=» EAC 29g/Kg

Peso corporal (g)
N w
g 9

N
o
1

01234567 8910111213141
Tempo (dias)

Grafico 3 - Efeito da administragdo aguda por via intraperitoneal (i.p.) do EAC de Arrabidaea chica
Verlot na avaliacho em camundongos (n=10). Os pontos e barras verticais
representam, respectivamente, as médias + erro padrdo das médias de 14 dias de
observacéo

m Ratos (Rattus norvegicus)

Apo6s a administragdo do EAC em ratos por via oral (v.0.), nas doses 0,5, 1,0, 2,0 ou
3,5g/Kg ndo ocorreram sinais de toxicidade ou morte dos animais, entretanto, na dose de 5,0g/Kg, os
animais tratados apresentaram diarréia no 2°, 3° e 4°dias ap0s a administragdo, porém, ndo houve

morte neste grupo.

Nao foi observada nenhuma alteracdo macroscépica nos orgdos destes animais, nas

doses administradas.
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O EAC de Arrabidaea chica Verlot ndo produziu alteragdo ponderal significativa nos
animais em relagdo ao controle nos 14 dias de observagdo, em nenhuma das doses utilizadas
(Gréfico 4).

2601 - CTL
_@ p0- & EAC 0,5 g/Kg
© == EAC 1g/Kg
2 o0 -~ EAC 2 g/Kg
S -e- EAC 3,5 g/Kg
§ 200+ =+ EAC 5 g/Kg
o

180-

0123456 78 91011121314
Tempo (dias)

Gréfico 4 - Efeito da administracdo aguda, por via oral (v.0.) do EAC de Arrabidaea chica Verlot no
peso corporal dos ratos. Os pontos e barras representam, respectivamente, as médias
+ erro padrdo das médias de 10 animais

O consumo de racdo e de agua dos animais tratados com o EAC foi
semelhante ao consumo dos animais do grupo controle nos 14 dias de observacgao
(Gréficos 5 e 6).

8200+
2 -- CTL
51504 - EAC 0,5 g/Kg
@ - EAC1g/Kg
0100+ =»- EAC 2g/Kg
g -- EAC 3,59/Kg
2 50d =~ EAC 5g/Kg
o
@)

O

012 3 456 7 8 9101112131
Tempo (dias)

Gréfico 5 - Efeito da administracao corporal aguda, por via oral (v.0.) do EAC de Arrabidaea
chica Verlot no consumo de ragéo de ratos. Os pontos representam as médias
de 6 animais/gaiola
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Gréfico 6 - Efeito da administracdo aguda por via oral (v.0.) do EAC de Arrabidaea chica Verlot no
consumo de agua de ratos. Os pontos representam as médias de 6 animais./gaiola

10.2 Avaliacdo da toxicidade aguda
10.2.1 Avaliacdo dos parametros hematolégicos

Os resultados das andlises hematolégicas dos animais tratados com extrato
hidroalcodlico de Arrabidaea chica Verlot ou salina (controle) estao dispostos na tabela 3. A andlise foi
feita mediante comparacéo dos valores obtidos nos animais tratados com EAC nas diferentes doses

em relagdo aos animais do grupo controle (salina 0,9%).

Nos animais tratados de forma aguda com EAC de Arrabidaea chica, nas doses 0,5; 2,0;
3,5 e 5,0 g/Kg néo foram observadas altera¢fes significativas nos parametros hematoldgicos, quando
comparados ao grupo controle. Na dose de 1 g/Kg, houve aumento da concentracdo de hemoglobina
em relagdo ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 - Parametros hematoldgicos ap6s a administracdo aguda do EAC de
Arrabidaea chica Verlot em ratos

GRUPO
PARAMETROS
HEMATOLOGICOS EAC EAC 1,0
CONTROLE EAC 2,0 g/Kg EAC 3,5 g/Kg EAC 5,0 g/Kg
0,5g9/Kg g/Kg
4,575 + 3,500 + 3,440 + 3617 + 3,583 +
WBC (K/uL) 3,925+ 1,876
1,217 1,044 0,7827 0,5326 0,6337
RBC (KiuL) 6,600 + 6,367 + 7,020 + 6,050 + 6,425 + 6,983 +
: 0,1780 0,5175 0,2498 0,2377 0,3449 0,4118
Hb (g/dL) 12,40 + 18,80 + 14,40 £ 11,63 + 12,23 + 13,37 +
g
0,2345 5,133 0,3435* 0,4145 0,4922 0,4080
34,30 + 33,47 + 37,74 +
Ht (%) 32,00 + 1,252 33,95 + 1,561 36,20 + 1,857
0,7692 2,525 0,9647
VeM (L) 52,25 + 52,67 + 63,80 + 52,83 + 52,75 + 51,83 +
0,9465 0,3333 0,7348 0,3073 0,7500 0,4014
HCM (pg) 18,90 + 30,50 + 20,44 + 19,22 + 19,03 + 19,28 +
pg
0,4320 9,862 0,6120 0,1869 0,3351 0,5724
CHCM (g/dL) 36,18 + 57,87 £ 38,20 + 36,38 £ 36,03 £ 37,12+
g
0,2394 1,848 0,8468 0,3458 0,2462 0,8288
598,3 + 717,7 £ 742,0 £
PLT(K/uL) 561,3 £ 62,40 654,8 + 49,10 769,7 £ 26,04
102,3 82,35 29,18
16,50 + 9,000 + 6,200 +
Neu 9,333 + 3,073 8,500 + 3,122 14,83 + 3,331
3,279 2,000 1,020
81,75 + 88,67 + 91,80 +
Lym 87,50 + 4,089 90,25 + 3,816 82,33 + 3,836
3,750 3,180 1,562
1,750 + 2,000 + 1,200 + 1,250 + 2,167 +
Mono 3,167 £ 1,579
0,7487 1,000 0,3742 0,9465 0,8333
0,3333z 0,8000 + 0,6667 +
Eos 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
0,3333 0,5831 0,3333
Baso 0 0 0 0 0 0
*Significa diferenca quando comparado ao grupo controle (p < 0,05, ANOVA, teste de Newman

Keuls, n = 10).

10.2.2 Avaliacdo dos parametros bioguimicos sangliineos
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Os resultados da andlise bioquimica no soro dos animais tratados com EAC de
Arrabidaea chica e a salina (controle) estdo apresentados na tabela 4. A andlise foi feita comparando-
se as médias das concentracdes dos valores dos parametros bioquimicos obtidos nos diferentes
grupos tratados com o EAC de Arrabidaea chica, com a do controle (Tabela 4).

As concentragfes séricas de glicose do soro dos animais tratados com o EAC nas doses
de 2,0 e 3,5 g/Kg apresentaram-se reduzidas em relacdo ao controle, em 27,4 e 29,7%,

respectivamente.

Nos animais tratados nas doses de 2,0 e 3,5 g/Kg com o EAC, as concentracfes de
Aspartato amino — transferase (AST) aumentaram de 52,7 % e 35,2 % respectivamente, em relacdo

ao controle.

Os niveis séricos de uréia e de colesterol — HDL apresentaram-se aumentados em
relacdo ao controle nas doses de 0,5, 1,0 e 5,0 g /Kg. A uréia, aumentou 219,7 %, na dose de 0,5
g/Kg; 301,9 %, na dose de 1,0 g /Kg e 321,9 %, na dose de 5,0 g /Kg. Ja o colesterol HDL aumentou
de 108,4 %, 116,5% e 107,3% nas doses de 0,5; 1,0 e 5,0 g/Kg, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Par@metros bioquimicos sanguineos de ratos submetidos & administragdo aguda do EAC
de Arrabidaea chica, apds 14 dias de observacgédo

GRUPO
PARAMETRO
S BIOQUIMICOS EAC 0,5 EAC 2,0 EAC 5,0
CONTROLE EAC 1,0 g/Kg EAC 3,5 g/Kg
g/Kg g/Kg g/Kg
09333+ e 1,400 + 1,133 + 1,267 +
CRE (mg/ dL) 0,9333 +0,1333
0,1333 0,08944 0,0667 0,06667
101,1 + 107,6 + 73,40 £
GLI (mg /dL) 121,2 + 7,962 71,10 £ 9,340*
6,037 13,01 5395+ T T
74,50 + 84,67 + 83,17 + 69,17 +
ALT (U/L) 74,50 + 4,738 78,00 + 2,000
4,052 4,842 3,781 4,813
88,75 + 64,00 + 1355+ e,
AST (U /L) 83,50 + 4,288 120,0 + 5,000*
5,633 2,000 9175« L.
75,78 + 81,03 + 64,46 + 74,10 +
CT (mg/dL) 73,02 + 4,137 66,73 + 1,826
2,009 3,139 3,020 3,296
82,46 + 30,53 + 73,08 + 41,93 +
TRI (mg / dL) 71,97 + 12,00 50,60 + 10,69
29,25 8,349 5,545 4,192
29,96 + 99,77 + 30,82 + 126,4 +
UR (mg/ dL) 120,4 + 12,36* 30,38 + 6,288
2,289 8,604* 4,590 9,686*
23,32 + 48,60 23,23 + 48,32 £
HDL (mg / dL) 50,48 + 2,869* 22,78 + 0,4922
0,9292 0,7937* 1,455 1,084*

CRE (Creatinina), GLI (glicose), ALT (Alanina amino-transferase), AST (Aspartato amino-

transferase),

CT (Colesterol total), TRI
(dados insuficientes).*Significa diferenga quando comparado ao grupo controle (p<0,05,

ANOVA, teste de Newman Keuls, n = 6).

(Triglicérides),

UR (Uréia),

HDL (Colesterol

10.3 Avaliacdo da toxicidade cronica do EAC de Arrabidaea chica Verlot em ratos

10.3.1 Avaliacdo dos parametros hematolégicos

Os resultados dos parametros hematoldgicos dos animais do grupo controle (salina) ou
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EAC de Arrabidaea chica Verlot (0,25 ou 0,5 g/Kg) estéo dispostos na Tabela 5. A andlise foi realizada

comparando-se as médias obtidas nos grupos tratados com EAC com as do grupo controle.

Nos grupos tratados por 12 semanas com o EAC de Arrabidaea chica Verlot, na dose de

0,25 g/Kg foram observadas alteracdes significativas nos paradmetros hematolégicos, volume

corpuscular médio (VCM) e no ndmero de neutréfilos (Tabela 5)

Tabela 5 - Parametros hematoldgicos de ratos tratados, por 90 dias, com o EAC de Arrabidaea chica
nas doses de 0,25 ou 0,5 g/Kg

Pardmetros Grupo
Hematologicos Controle EAC 0,25 g/Kg EAC 0,5 g/Kg
WEBC (K/ul) 471157 i 8,267 * 2,739
RBC (K/uL) 7,04+ 1,07 7,50 + 0,3240 7,993 + 0,1920
Hb (g/dL) 13,2+ 1,58 14,2 + 0,5583 14,07 + 0,7219
Ht (%) 42,6 + 2,53 42,9+ 1,728 40,27 + 1,674
VCM (fL) 52,3+ 1,41 57,1+ 0,46* 50,33 + 0,8819
HCM (pg) 18,2 + 0,32 18,8 + 0,15 17,57 + 0,5457
CHCM (g/dL) 34,7+ 1,12 33,0+ 0,26 34,93 + 0,5025
PLT(K/uL) 822,8 + 117,1 642,0 + 22,59 220,0 + 229,0
Neu 20,3 +2,15 7,00 + 4,60* 21,67 + 3,712
Lym 68,0 + 4,63 86,2 + 4,51 73,00 + 5,568
Mono 4,66 + 0,88 20413 5,000 + 1,528
Eos 7,00+ 3,81 2,25 + 0,25 0,3333 £0,3333
Baso 0 0 0

*Significa diferengca quando comparado ao grupo controle (p<0,05, ANOVA; Teste de Newman
Keuls, n = 6). (.......... ) dados insuficientes.

10.3.2 Avaliacdo dos parametros bioquimicos sanguineos

Os resultados das andlises bioquimicas em soro de animais tratados por 90 dias, com
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salina ou EAC de Arrabidaea chica Verlot nas doses de 0,25 ou 0,5 g/Kg estdo apresentados na
tabela 6. A analise foi feita comparando-se as médias das concentra¢des dos pardmetros bioquimicos

nos diferentes grupos tratados com extrato com as do grupo controle.

Nos animais tratados com EAC de Arrabidaea chica Verlot ndo foram observadas

alteracfes significativas em relagdo ao grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6 - Parametros bioquimicos sangiineos de ratos tratados cinco vezes por semana, por 90
dias, com o EAC de Arrabidaea chica nas doses de 0,25 ou 0,5 g/Kg

" Grupo
Parametros P
Bioquimicos

Controle EAC 0,25 g/Kg EAC 0,5 g/Kg

CRE (mg/dL) 1,433 £ 0,1308 1,250 + 0,09574 1,400 + 0,2309

GLI (mg /dL) 105,5 + 5,445 101,8 + 5,543 102,3 + 9,597
ALT (U /L) 55,00 + 7,047 62,00 + 8,000 55,50 + 19,50
AST (U/L) 84,14 + 3,562 81,25 + 5,822 75,50 + 7,500

CT (mg/ dL) 82,23 + 6,764 76,57 + 11,78 80,53 + 7,478

TRI (mg / dL) 74,70 + 26,10 71,00 + 11,54 63,07 + 7,275

UR (mg / dL) 56,60 + 2,074 66,00 + 3,055 49,50 + 2,982

HDL (mg / dL) 52,95 + 5,477 41,67 + 4,978 52,35 + 20,05
ALP (U /L) 43,12 + 6,542 42,63 + 4,135 53,00 + 4,600

CRE (Creatinina), GLI (glicose), ALT (Alanina amino-transferase), AST (Aspartato amino-
transferase), CT (Colesterol total), TRI (Triglicérides), UR (Uréia), HDL (p<0,05, ANOVA; Teste de
Newman Keuls, n = 6).
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11 RESULTADOS DA AVALIACAO FARMACOLOGICA - IN VIVO

11.1 Avaliacao do efeito da administracao cronica de EAC (g/Kg/dial/v.0) sobre
a evolucao ponderal; consumo de racéo e 6rgaos autopsiados

A administracdo oral do EAC (0,1, 0,25 e 0,5 g/kg) durante 60 dias a
ratos normotensos e hipertensos SHR ndo produziu quaisquer sinais de
toxicidade ou qualquer outra alteracdo no peso corporal dos animais (Grafico 7 A
e B), e nem na quantidade de ingesta de racdo (Grafico 8 A e B) quando
comparados ao controle. Nao foram observadas alteracbes anatomopatoldgicas

nos 6rgdos dos animais.
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Grafico 7 - Efeito da administracao crbnica por via oral (v.0.) do EAC de Arrabidaea chica
Verlot no peso dos ratos normotensos (A) e SHR (B). Os pontos e barras
representam, respectivamente, as médias + erro padrdo das médias de 10
animais. (p<0,05, ANOVA; Teste de Newman Keuls, n = 10).
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Consumo de racao

A = normotenso

150~
-= CTL
140 -9- EAC 0,1g/Kg
‘_g =¥- EAC 0,25¢/Kg
g 130- == EAC 0,5g/Kg
=
120+
110~
1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (Semanas)
B= SHR
150+
o -~ CTL
‘gﬂ 1404 == EAC 0,1 g/Kg
- o -« EAC 0,25 g/Kg
-g S 1304 - EAC 0,5 g/Kg
53
2 1204
o
@)
110-

1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (Semanas)

Grafico 8 - Efeito da administracdo crénica por via oral (v.0.) do EAC de Arrabidaea chica
Verlot no consumo de racdo dos ratos normotensos (A) e SHR (B). Os
pontos e barras representam, respectivamente, as médias + erro padréo das
médias de 10 animais (p<0,05, ANOVA,; Teste de Newman Keuls).
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11.2 Efeitos da administragéo crénica de EAC (g/Kg/dia/v.0) sobre a frequiéncia

cardiaca e pressao arterial de ratos normotenso

A administragéo do EAC (0,1, 0,25 e 0,5 g/Kg/dia; v.0.) durante 8 semanas,
ndo produziu alteracdo no peso corporal médio dos animais que apresentou padrao
de crescimento normal semelhante aos animais controles até o término do
tratamento. A pressdo arterial média dos animais normotensos do grupo controle
(CTL) e os grupos tratados com EAC (0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg, v.0) permaneceu entre
110 + 4 e 111 + 9 mmHg (n=10) durante o periodo de adaptacdo de 15 dias. A
pressao arterial comecou a ser reduzida significantemente a partir da terceira
semana nas doses de 0,1 e 0,25 g/Kg em 7,5 e 18,73% em relacdo ao controle
(114,6 mmHg, n= 10). A maior dose (0,5 g/Kg, n=10) produziu reducdo de 19%
durante a terceira semana, ap0s 0 que apresentou uma cinética semelhante a dose
de 250 mg/Kg. Ao atingir as 8 semanas de tratamento com EAC (0,1; 0,25 e 0,5
g/Kg) a pressdo sanguinea apresentou-se reduzida comparada ao grupo controle
(115,8 mmHg; n= 10) em 17,47%; 21,67% e 24,67% respectivamente. (Grafico 9) O
EAC nas doses utilizadas ndo causou alteracdo da frequéncia cardiaca quando

comparada ao grupo controle (CTL) (Grafico 10).
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Grafico 9 - Efeito do EAC de Arrabidea chica Verlot. administrado
durante 8 semanas, na pressdo arterial média de ratos
normotensos n= 10. Os pontos e barras verticais
representam a média + erro padrdo das médias de 10
experimentos. (*) Significantemente diferente do valor médio
obtido no grupo controle (p < 0,05, teste t de Student)
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Grafico 10 - Efeito do EAC de Arrabidea chica Verlot. administrado durante 8
semanas, sobre a frequéncia cardiaca de ratos normotensos.
Os pontos e barras verticais representam a média + erro padréo
das médias de 10 experimentos

11.3 Efeitos da administracéo crénica de EAC (g/Kg/dia/v.0) sobre a freqtiéncia

cardiaca e pressao arterial de ratos SHR

A pressao arterial média dos animais do grupo controle (CTL) e os grupos
tratados com EAC (0,1; 0,25 e 0,5 g/kg, v.0) permaneceu entre 145 + 4 e 151 + 5
mmHg (n=10) durante o periodo de adaptacao de 15 dias.

O tratamento com o EAC nas doses de 0,1 e 0,25 g/kg/dia (n=10) causou
reducédo de 21,2% no nivel tensional da pressao arterial em ambas as doses, a partir
da quinta semana de tratamento. Ao final do tratamento as doses de
0,1 e 0,25 mg/kg atingiram reducdo da pressdo sanguinea de 38,2% e 49,6 %,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle. A dose de 0,5 g/kg (n=10)
causou uma reducdo de 34,4% nos niveis tensionais, a partir da quarta semana
apresentando uma cinética linear e constante desde a sexta semana até a oitava
semana de tratamento, atingindo um nivel de reducéo de 54,4%, quando comparado
ao grupo controle.(Grafico 11). A frequéncia cardiaca acompanhou a queda da
presséo arterial sendo reduzida em 13,4%; 15,35% e 15,25% ao final do tratamento
com EAC 0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg, respectivamente (Grafico 12).
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Grafico 11 - Efeito do EAC de Arrabidea chica Verlot. administrado durante 8
semanas, na pressao arterial sistolica de ratos SHR Os pontos
e barras verticais representam a média + erro padrdo das
meédias de 10 experimentos.(*) Significantemente diferente do
valor médio obtido no grupo controle (p < 0,05, teste t de
Student)
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Grafico 12 - Efeito do EAC de Arrabidea chica Verlot. administrado durante

8 semanas, sobre a frequéncia cardiaca de ratos SHR. Os
pontos e barras verticais representam a média + erro padrao
das médias de 10 experimentos. (*) Significantemente
diferente do valor médio obtido no grupo controle (p < 0,05,
teste t de Student)
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11.4 Avaliagdes dos parametros bioquimicos sanguineos de ratos hipertensos

SHR tratados cronicamente com EAC de Arrabidaea chica Verlot

Os resultados dos parametros bioquimicos no soro dos animais
hipertensos SHR tratados com salina 0,9% (1mL/100g) ou EAC (0,1; 0,25 e
0,5g/kg/dia/v.0) estdo apresentados na Tabela 7. A andlise foi realizada
comparando-se as médias das concentracdes dos valores dos parametros
bioquimicos obtidos nos diferentes grupos tratados com EAC de Arrabidaea chica
Verlot com a média dos mesmos parametros obtidos no grupo controle.

A Unica alteracdo detectada foi nas concentracdes séricas de glicose do
soro dos animais que receberam EAC nas doses de 0,25 e 0,5 g/mL/dia/v.0. A
glicose foi reduzida em 30 e 32% respectivamente quando comparada aos niveis

sérico dos animais pertencente ao grupo controle.

Tabela 7 - Parametros bioquimicos de ratos hipertensos SHR e tratados com EAC
de Arrabidaea chica Verlot

Parametros Grupo

Bioguimicos Controle EAC 0,5g9/kg EAC 0,25 g/kg EAC 0,1g/kg
GLI (mg /dL) 119 + 9,96 80,9 £7,22* 83,8 +5,62* 118, 4 +25,5
CT (mg/ dL) 75,2 + 3,42 70,1 + 4,32 73,4+£2,34 73,2+ 3,42
HDL (mg/ dL) 32,9+45 32,9+£5,17 33,1+£2,17 32,4+ 3,18
TRI (mg / dL) 75,6 + 10,5 71,9+11,2 73,0 + 6,45 74,2 + 5,66
ALB (mg/dL 2,5+0,33 2,7+0,25 2,4+0,63 2,4+0,56
UR (mg/ dL) 60,5 + 4,32 59,6 + 2,32 58,7 + 4,52 58,4 + 5,60
CRE (mg/dL) 1,29 + 0,08 1,13 + 0,06 1,27 £ 0,66 1,19 £ 0,66
ALT (U/L) 56,2 +£ 4,04 52,3+ 3,60 54,1 + 5,67 55,2 + 6,57
AST (U /L) 87,2+ 5,62 82,3+6,25 83,2+5,48 85,3+5,78
ALP (U/L) 44,2 + 4,56 40,2 £1,34 39,8 + 4,52 42,3+ 2,32

CRE (Creatinina), GLI

(glicose), ALT (Alanina amino-transferase), AST (Aspartato amino-
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transferase), ALB (albumina), CT (Colesterol total), TRI (Triglicérides), UR (Uréia), HDL (Colesterol
HDL), ALP (Fosfatase Alcalina). *Significa diferenca quando comaparado ao grupo controle (p<0,05,
teste t de Student).

11.5 Efeito do tratamento créonico com o EAC sobre a reatividade de artérias mesentéricas com
endotélio funcional isoladas de ratos normotensos e hipertensos SHR com endotélio

funcional

A artéria mesentérica isolada de ratos normotensos, previamente tratados
com EAC (0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg/dia) contraiu-se a adicdo de noradrenalina com
respostas proporcionais as doses no intervalo de 10° a 10* M, com ECs, do grupo
controle de 3,08 x10” M. O tratamento com o EAC nas doses utilizadas promoveu
reducdo da contracdo quando comparada com a curva concentracao resposta dos
animais controles (Tabela 8, Grafico 13).

A artéria mesentérica isolada de rato hipertensos SHR, tratado
cronicamente com EAC (0,1; 0,25 e 0,5 g/kg/dia) contraiu-se a adicdo de
noradrenalina com respostas proporcionais as doses no intervalo de 10° a 10™* M,
obtendo-se ECsp de 3,4 x 107 M para o grupo controle, que foi diferente das ECsp
obtidos para os animais tratados com EAC nas doses de 0,1; 0, 25 ou 0,5 g/Kg/v.o.
O tratamento, portanto, promoveu deslocamento do pD, da noradrenalina para

direita quando comparada as curvas do grupo controle (Tabela 8, Grafico 13).
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Tabela 8 - Valores de CEsy, pD2, € Emax Obtidos para a curva cumulativa de
noradrenalina em preparacdes de artéria de ratos normotensos e SHRt
tratados cronicamente

Grupos CEsp PD, Emax (%)
Controle 3,08 x10-' 6,51 + 0,097 100
é § EAC (100mg/Kg) 3,32x 107 6,47 + 0,08% 74,17 + 6,05*
c
* é EAC(250mg/Kg) 6,87 x 107 6,16 + 0,12%** 73,1 + 2,54*
g EAC (500mg/Kg) 8,06 x 107 6,09 + 0,13% 67,4 + 9,55
Controle 3,4x107 6,46 + 0,079 100
[ad
0 ﬁ EAC (100mg/Kg) 1,12 x 10° 5,94 + 0,04% 69,4 + 1,66
& g EAC (250mg/Kg) 2,57 x 10”7 6,58 + 0,07** 82,5+ 3,77
Ez EAC (500mg/Kg) 1,12 x 10° 5,95 + 0,05%* 49.6 + 4,84

Os  valores representam a média + erro padréo das médias (n=6).
* Valor estatisticamente diferente do pD, e Enax Obtido na curva controle de noradrenalina (p<0,05;
ANOVA).
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Grafico 13 - Curvas concentracdo-resposta obtidas para noradrenalina (NA)
em artéria mesentérica de ratos Normotensos (A) e SHR (B)
tratados por 8 semanas com EAC de Arrabidaea chica Verlot.
Os simbolos e barras  verticais representam,
respectivamente, a média + erro padrdo das médias (n = 5).
*Indica diferenca significativa do Enax em relacdo a curva
controle de noradrenalina (p< 0,05, ANOVA)
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12 RESULTADOS DA AVALIACAO FARMACOLOGICA - IN VITRO

12.1 Efeito do EAC sobre receptores adrenérgico de artéria mesentérica de

ratos SHR a noradrenalina

As artérias isoladas de ratos hipertensos SHR, em condi¢cfes
experimentais de auséncia de endotélio e presenca de EAC nas concentracdes de
(100; 250 e 500 pg/mL) reduziu a contragdo maxima induzida por concentracdes
crescentes de NA de modo estatisticamente diferente e deslocou as curvas
concentracdo resposta (Tabela 9; Gréafico 14 A). Entretanto, o EAC (100; 250 e 500
pg/mL) na presenca do endotélio reduziu a contragdo maxima em todas as doses e
somente deslocou a curva concentracao resposta para a direita nas concentracdes
de 100 e 500 pg/mL (Tabela 9; Grafico 14B).

Tabela 9 - Valores de CEso, pD2, € Enax Obtidos para a noradrenalina na presenca de
EAC em preparacOes de artéria mesentérica de ratos hipertensos SHR

Artéria Mesentérica Emax (%)
de ratos
GRUPO CEsq(M PD
hipertensos (SHR) %0 (M) 2
Ausencia do Controle 9,27 x 10° 5,03 +0,11 100
endotélio
EAC (100pg/mL) 5,50 x 10° 5,26 + 0,06 77,0 £ 5,8*
EAC (250 pg/mL) 1,79 x 10° 5,74 + 0,24+ 55,1 + 10,0*
EAC (500 pg/mL) 2,72 x 10° 5,56 + 0,19%** 34,1 + 3,1%*
Presenca do Controle 7.47x107 6,12 + 0,08 100
endotélio
EAC (100pg/mL) 5,08 x 10 6,29 + 0,12* 74,1 + 6,2%**
EAC (250 pg/mL) 8,41x107 6,07 + 0,13 52,5 + 6,41%**
EAC (500 pg/mL) 1.47 x 10°® 5,83 + 0,05*** 40,3 + 1,78%

Os valores representam a média + erro padrdo das médias (n=5). * Valor estatisticamente diferente
do pD , e Enax Obtido na curva controle de noradrenalina (p<0,05; ANOVA).
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Gréfico 14 - Curvas concentracdo-resposta obtidas para noradrenalina (NA) em
artéria sem endotélio intacto (A) e com endotélio intacto (B) de
ratos hipertensos SHR na presenca de concentracdes de EAC de
Arrabidaea chica Verlot. Os simbolos e barras verticais
representam, respectivamente, a média + erro padrdo das médias
(n = 6). *Indica diferenca significativa do Emax €m relagéo a curva

controle de NA(p< 0,05, ANOVA)
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12.2 Efeito da F63 sobre adrenoceptores de artéria mesentérica de ratos SHR

A

F63 (10; 20 e 30 pg/mL) reduziu o efeito maximo da noradrenalina nas

artérias isoladas de ratos hipertensos SHR, com endotélio intacto nas trés doses

utilizada, de maneira concentracdo dependente. Entretanto, o deslocamento da

curva na presenga da F63 foi observado deslocamento nas concentracdes de 10 e
30 pg/mL (Tabela 10, Grafico 15).

Tabela 10 - Valores de CEsp, pD2, € Emax Obtidos para a noradrenalina na presenca
de F63 em preparacdes de artéria mesentérica isoladas de ratos SHR
GRUPO CEsgo pD> Emax (%)
Controle 3,02x 107 6,49 + 0,09 100
F63(10pg/mL) 3,96x10 6,40 + 0,12* 74,1 + 6,21
F63 (20 pug/mL) 6,54 x 10 6,18 + 0,88 52,5 + 6,4%*
F63(30 pg/mL) 3,05x 10° 5,51 + 0,33%* 40,3 + 1,7%

* Indica diferenca significativa do pD, e Enax €m relacdo a curva controle de NAadrenalina (*p<
0,05; ***p< 0,01; ANOVA).
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- Curvas concentracao-resposta obtidas para noradrenalina (NA) em
artéria mesentérica com endotélio intacto de ratos SHR na presenca
de concentracbes de F63 de Arrabidaea chica Verlot. Os simbolos e
barras verticais representam, respectivamente, a média + erro padrao
das médias (n = 6). *Indica diferenca significativa do Enax em relacéo a
curva controle de NAadrenalina (p< 0,05, ANOVA).
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12.3 Avaliacéo da influéncia do endotélio funcional no efeito vasorelaxante do

EAC ou F63 em artéria mesentérica de ratos SHR

O EAC (10 - 500 pg/mL) induziu um vasorelaxamento de maneira
dependente de concentracdo em preparacdes de artéria mesentérica com endotélio
funcional e, apds a remocé&o do endotélio ndo foi observada diferenga significante no
efeito maximo (Emax) vasorelaxante do EAC em preparagcbes pré-contraidas com
noradrenalina. Entretanto observou-se um deslocamento para direita na curva com
endotélio intacto (Tabela 11, Gréafico 16 A). A F63 nas concentracdes utilizadas ndo
apresentou diferenca no padrao de resposta do relaxamento (Tabela 11, Gréfico 16
B). O tempo maximo de estabilizacdo do relaxamento entre uma concentragéo e
outra foi de aproximadamente 10 min, com uma duracdo maxima de relaxamento
total em torno de 120 minutos. ApOs 0 experimento controle as preparacdes foram
lavadas por 40 minutos e contraidas com NA para verificagcdo da reversdo do
relaxamento induzido por EAC. Em todas as preparacdes houve uma reversao de

100 % da resposta (dados néo apresentados).

Tabela 11 - Valores de pD; e intervalo de confianca de pD, obtidos nas curvas de
relaxamento de artéria mesentérica na presenca de EAC ou F63 de
Arrabidaea chica com endotélio funcional em ratos SHR

GRUPO pD, Intervalo de confianca
EAC (Endotélio intacto) 119,4 100,5 - 141,8
EAC (Endotélio removido) 174,1* 153,5-197,4
F63 (Endotélio intacto) 22,8 21,5-24,24
F63 (Endotélio removido) 16,18* 14,8 - 17,58

*p<0,05 versus endotélio intacto do EAC ou F63 respectivamente
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Grafico 16 - Curvas concentragdo-resposta do EAC (A) ou F63 (B) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (SHR), na presenca (m) ou na
auséncia (o) do endotélio vascular e pré contraidos com noradrenalina (10uM).
Os valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos. (p< 0,05;

ANOVA)
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12.4 Verificagdo da participagdo do NO na resposta relaxante induzida por EAC em anéis de

artéria mesentérica superior de ratos SHR

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR com
endotélio funcional e pré-contraidos com NA (10uM), o pré-tratamento com
L-NAME (100 pM) um inibidor n&do seletivos da enzima sintase de NO, néo alterou a
curva concentracao-resposta para o EAC (1;5;10; 50; 100; 300 e 500ug/mL), nem
promoveu alteracdo significante no efeito maximo (NA Enax= 100%; ap6s L-Name,

Emax= 96 = 2,5 %) (Tabela 12, Gréfico 17).

Tabela 12 - Valores de pD; e intervalo de confianca de pD, obtidos nas curvas de
relaxamento de artéria mesentérica superior pelo EAC para avaliacéo
da participacao do 6xido nitrico

GRUPO pD2 Intervalo de confianca para pD>
EAC (Endotelio intacto) 104,2 86,89 - 124,8
EAC (ApoOs L-NAME) 121 107,7 - 137

; (O

o == Endotélio Intacto

E == apo6s L-Name
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Grafico 17 - Curvas concentracdo-resposta de EAC em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos hipertensos (SHR), pré-contraidos com noradrenalina (NA) na
auséncia (o) e na presenca de L-NAME (m). Os valores foram expressos como
média + e.p.m de 6 experimentos. (p< 0,05; ANOVA).
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12.5 Avaliacdo da participacdo dos metabdlitos da via do acido araquiddnico
na resposta vasorelaxante induzida por EAC em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de ratos SHR

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR com
endotélio intacto, pré-contraidos com NA (10 upM), o pré-tratamento com
indometacina (IND = 10 pM) por 30 minutos, promoveu um deslocamento da curva
concentragao-resposta para direita caracterizando assim uma atenuagcdo do
relaxamento induzido por EAC, porém sem alteracdo nos valores de Enmax (Endotélio
intacto Emax= 100 £ 0,0 %; apds IND, Ema= 93,2 + 2,58 %) (Tabela 13, Gréfico 18).

Tabela 13 - Valores de pD; e intervalo de confianca de pD, obtidos nas curvas de
relaxamento de artéria mesentérica superior pelo EAC para avaliacéo
da participacao dos metabdlitos da via do acido araquiddnico

GRUPO pD2 Intervalo de confianca para pD>
EAC (Endotélio intacto) 99,14 84,3 -116,5
EAC (Apos indometacina) 132,1 112,6 - 155,1

; (Ol

o &= Endotélio Intacto

E == apb6s L-Name
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Grafico 18 - Curvas concentragdo-resposta de EAC em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos hipertensos (SHR), pré-contraidos com noradrenalina (NA) na
auséncia (o) e na presenga de Indometacina (m). Os valores foram expressos
como média + e.p.m de 6 experimentos. (p< 0,05; ANOVA).
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12.6 Efeito do KCI 80 mM na resposta vasorelaxante induzida por EAC em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos (SHR)

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos
(SHR) com e sem endotélio vascular, pré-contraidos com um agente despolarizante
KCI 80 mM, a adicdo cumulativa do EAC (10 a 500 pg/mL) promoveu um potente
efeito vasorelaxante dependente de concentracdo, com relaxamento maximo
semelhante ao obtido com pré-contracdes induzidas por NA: endotélio intacto (NA,
Emax= 92, £ 1,8%); (KCI 80 mM, Emax= 83 = 3,13); endotélio removido
(NA Emax= 85,2 + 1,82%); (KCI 80 mM, Enax= 81 * 2,94 %) (Gréfico 19 A e B).
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Grafico 19 - Curvas concentragdo-resposta do efeito vasorelaxante do EAC em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato hipertensos (SHR) com endotélio intacto
(A) ou removido (B) pré-contraidos com com NA(m) ou KCI 80 mM (o) . Os
valores foram expressos como média = e.p.m de 6 experimentos. (p< 0,05;

ANOVA)
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12.7 Avaliacdo do EAC ou F63 sobre as contragdes induzidas por CaCl, em

anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos SHR

Em artérias mesentéricas de animais hipertensos SHR, sem endotélio, o EAC
(50; 100; 250 e 500 pg/mL) causou reducao da contracao maxima e deslocou pD; da
curva concentracdo resposta de Ca®* (10° a 3 x 10? M) para a direita em meio
despolarizante nominalmente sem de Ca**, quando comparada ao da curva controle
(CTL) (Tabela 14, Gréafico 20A). A F63 em curvas concentracdo resposta promoveu
uma reducao do efeito maximo da contracdo dependente de concentracao da curva
concentracdo resposta de Ca?* (10° a 3 x 102 M), em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato hipertenso SHR, sem endotélio funcional incubados com
solucdo despolarizante (KCl 65,4 mM) e nominalmente sem Ca*" ndo promovendo
diferenca de pD, na presenca de F63 quando comparada ao, pD, do controle = 3,87
+ 0,080 (Tabela 14, Gréfico 20 B).

Tabela 14 - Valores de CEso, pD2, € Emax Obtidos para as curvas concentracfes
resposta de CaCl, em meio despolarizante e nominalmente sem Ca*
na presenca e na auséncia de EAC e F63 em preparacdes de artérias
mesentérica com endotélio removido de animais SHR

CEso (M) PD, Emax (%)
Controle 2,7x 10™ 3,55 + 0,03 100-
EAC (50 pg/Kg) 7,0x 10™ 3,15+ 0,63 86,4 + 3,33**
EAC (100pg/Kg) 1,3x 107 1,86 £ 0,041* 65 + 2,52%**
EAC (250 pg/Kg) 4,66x 10 1,33 £ 0,15%+* 44 + 4,69%*
EAC (500 pg/Kg) 1,3x 10" 0,86 + 0,14*** 35 £ 2,52%**
Controle (F63) 1,3x10* 3,87 £ 0,08 100
F63 (10pg/Kg) 2,5x10* 3,59 + 0,185 76,7 + 8,01**
F63 (20 pg/Kg) 3,2x10* 3,49 + 0,109 71,2 + 3,16%*
F63 (30 pg/Kg) 2,9x10* 3,52 +0,162 66,4 + 6,09**

** p=0,01; ***p=<0,001; *versus a curva controle de NA, ANOVA. Os valores representam a média +

erro padréo das médias (n=5).
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Figura 20 - Curvas concentracdo-resposta para CaCl, em solucdo despolarizante

(KCl 65,4 mM) nominalmente sem Ca?* em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato hipertenso (SHR), desprovidos de
endotélio funcional (Controle) e na presenca de concentracdes isoladas
de EAC (A) ou F63(B). Os valores estdo expressos como média +
e.p.m. de 6 experimentos para cada concentracdo. *Valor
estatisticamente diferente do obtido na curva controle de CaCl;
(**p<0,01 ANOVA, versus controle)
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12.8 Efeito de EAC ou F63 sobre as contragdes induzidas por S-(-) Bay K8644
em anéis sem endotélio de artéria mesentérica superior isolada de
animais (SHR)

Os graficos 21 A e B, mostram a resposta relaxante do EAC (10; 25; 50;
100; 250 e 500 pg/mL) ou F63 (10; 25; 50; 100 e 300 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos SHR, sem endotélio funcional e pré-contraidos
com Bay K8644 (0,1 uM), adicionado a cuba, 20 minutos apds o0 meio nutritivo de
Tyrode ser trocado por uma solugéo despolarizante de (KCI 20 mM). Como pode ser
observado, o EAC ou a F63 promoveram um efeito vasorelaxante dependente de

concentracéo nas duas condi¢cfes estudadas.

Tabela 15 - Valores de pD; e intervalo de confianca de pD, obtidos nas curvas
concentragao-resposta do EAC ou F63 sobre contracdes induzidas por
Bay K8644 (0,1 uM), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos hipertensos (SHR) sem endotélio vascular

GRUPO pD, Intervalo de confianca
EAC (CTL) 97,59 84,88 - 112,2
EAC (Bay K8644) 140* 119 - 166.7
F63 (CTL) 47,83 43,04 - 53,15
F63 (Bay K8644) 51,59 46,57 - 57,15

* p<0,05, *versus a curva controle de NA . ANOVA.Os valores representam a média + erro padrao
das médias (n=5).
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Figura 21 - Curvas concentracdo-resposta do EAC (A) ou F63 (B)sobre contracbes
induzidas por Bay K8644 (0,1 uM), em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos hipertensos (SHR) sem endotélio vascular. Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6 experimentos
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12.9 Efeito do EAC ou F63 nas contragbes induzidas por noradrenalina ou

cafeina em anéis sem endotélio de artéria mesentérica de animais SHR

O EAC nas concentracdes de 100, 250 e 500 pg/mg né&o inibiu as
contracdes transientes induzidas por NA (10uM) em meio livre de Ca®'(Gréfico 22
A). Entretanto, quando tais contracdes foram induzidas por cafeina (caf; 20 mM) nas
mesmas condicdes experimentais, foi possivel observar uma reducdo
estatisticamente diferente quando comparada ao controle (Grafico 22 A e B). As
reducdes ocorridas na presenca do EAC (100, 250 e 500 pg/mL) foram de 9,6; 11 e
12,8% respectivamente (n = 6). Porém, nas artérias mesentérica superior isolada de
ratos SHR, a F63 nas concentragfes de 10, 25 e 50ug/mg néo inibiu as contracdes
transientes induzidas por NA (10pM) ou caf( 20 mM) em meio livre de Ca** (n =6)
(Grafico 22 C e D).
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Grafico 22 - Efeito do EAC (100, 250 e 500 pg/mL A e B) e F63 (10; 25 e 50 ug/mL
C e D) nas contragbes transientes induzidas por NA (10uM) e caf (20
mM) em meio livre de Ca®", anéis de artérias mesentéricas isoladas
sem endotélios de ratos SHR. EAC = (A = noradrenalina, B = cafeina) e
F63 (C = noradrenalina, D= cafeina)
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13 DISCUSSAO

O pariri, Arrabidaea chica Verlot, € uma espécie popularmente empregada
no Brasil e em outros paises americanos como adstringente, antiinflamatorio e
antianémico (ALBUQUERQUE, 1989; COSTA; LIMA, 1989). Além disso, No
Maranhdo é usualmente empregada pela populagdo no tratamento da hipertenséo
arterial sistémica (REGO, 1995).

A utilizacdo de plantas medicinais constitui uma pratica generalizada na
terapéutica popular como uma forma de suprir as necessidades de assisténcia
primaria a saude (ELIZABETSKY, 1987), bem como, € uma alternativa de integrar a
cultura e a ciéncia, fortalecendo os principios do Sistema Unico de Saude (SUS),
especialmente quanto a integralidade e a participacéo popular (BRASIL, 2001).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de respaldar
cientificamente a indicacdo popular do efeito anti-hipertensivo atribuido a espécie
Arrabidaea chica Verlot, por meio de um tratamento crénico, por via oral a ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), bem como, determinar o(s) possivel (eis)
mecanismo(s) moleculares envolvidos neste efeito, ao nivel da musculatura
vascular.

O principal achado deste estudo foi que o EAC induziu um efeito anti -
hipertensivo em ratos hipertensos SHR néo anestesiados (item 11.2). O efeito anti -
hipertensivo evidenciado foi provavelmente devido a uma diminuicdo da resisténcia
vascular periférica, que possivelmente envolve a inibicdo do influxo de Ca®" através

dos canais para Ca®" do tipo L operados por voltagem.
No processo de validagédo do uso das folhas de Arrabidaea chica Verlot como medicinal,
foi realizada a analise toxicologica preliminar, por meio da determinacdo dos parédmetros

hematoldgicos e bioquimicos sanguineos dos animais, apds administracdo aguda e crdnica do EAC.

Para a andlise hematoldgica foram avaliados o numero de eritrocitos, a dosagem de
hemoglobina, o hematécrito, o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média
(HCM), a concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e a contagem de leucocitos,

Porém, nao foi observada alteragdo em nenhum desses parametros avaliados.

O grupo tratado com EAC, na dose de 0,25 g/Kg, durante 90 dias (Tabela 5) apresentou
neutrocitopenia e elevagédo do VCM quando comparado ao controle. Segundo Failace (1995) nédo se
deve levar em consideragdo uma neutrocitopenia isolada, com eritrocitos e plaquetas normais, sem

antes confirmé-las com hemogramas repetidos, o que ndo foi realizado neste trabalho. O VCM
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elevado pode estar relacionado a presenca de ferro assimilavel e cianocobalamina na espécie
Arrabidaea chica Verlot (KALIL FILHO et al., 2000), que sé&o fatores da eritropoiese. Este processo
pode gerar uma discreta macrocitose, embora ndo tenham sido observadas quaisquer altera¢cfes

qualitativas nas células sangiiineas, e com isso, elevar o VCM (RAVEL, 1997).

Estes dados levam a sugerir que pequenas alteracdes isoladas, sem correlacéo entre os
resultados da andlise hematolédgica, poderiam ser atribuidas a um artefato laboratorial ao invés do
tratamento com o EAC. O método manual para a contagem de leucdcitos, que foi realizado neste
trabalho, é capaz de produzir erros de execucédo que variam de 7 a 14% ou mais (RAVEL, 1997).

As analises bioquimicas do sangue dos animais, apés 90 dias de tratamento com o EAC
(0,25 ou 0,5 g/Kg) ndo mostraram alteracdes significativas em seus valores, quando comparados ao
controle (Tabela 5).

Neste trabalho a avaliacdo da toxicidade aguda do EAC das folhas de Arrabidaea chica

Verlot foi realizada através da determinacdo da dose letal 50% (DLso), em camundongos e ratos.

Segundo Cerutti et al. (2000), a determinacdo da toxicidade de uma substancia é
extremamente importante, principalmente considerando o uso indevido de medicamentos pela
populacdo. Um grande numero de plantas tem sido utilizada pela populacdo em razdo dos seus
efeitos terapéuticos. A grande maioria dos estudos realizados com espécies brasileiras aborda

aspectos boténicos e quimicos, porém, poucos estudos tém avaliado o potencial toxico dos vegetais.

Os testes de toxicidade aguda tém por finalidade definir a amplitude da dosagem letal de
uma droga administrada em dose Unica ou em algumas doses intercaladas por curtos intervalos de
tempo. Estes testes fazem parte da triagem farmacoldgica inicial, durante a qual a acdo da droga

sobre importantes fun¢des é observada (SILVA, 2002).

Os camundongos tratados com o EAC de Arrabidaea chica Verlot, por via intraperitoneal
(i.p.),mesmo na maior dose (2,0 g/ Kg) ndo ocasionou 6bito dos animais, apesar de que, a via i.p.
apresenta maior absorcéo, devido a vascularizagdo local e a auséncia do metabolismo hepético de
primeira passagem. Ainda nesta espécie animal, ndo foram observadas altera¢cdes comportamentais,
segundo critérios de Malone (1997), bem como altera¢fes macroscopicas dos 6rgaos e viscerais e no

desenvolvimento ponderal dos animais (ITEM 10.1).

Nos grupos de ratos tratados por via oral (v.0) com o EAC n&do houve 6bito, mesmo na
dose mais elevada do EAC (5,0 g/Kg). Considerando-se que a populagéo faz uso do cha das folhas
de Arrabidaea chica Verlot por via oral, € interessante o fato do EAC ndo provocar a morte dos
animais tratados por esta via, em doses até mais elevadas do que utilizadas popularmente. Entretanto
sabe-se que a DLsy como parametro fundamental para a definicdo de toxicidade quimica é limitado,
uma vez que, este teste mede apenas a toxicidade aguda produzida por uma dose Unica, e ndo a

toxicidade em longo prazo e ndo mede as reacdes idiossincraticas (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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O comportamento dos animais, avaliado segundo os critérios estabelecidos por Malone
(1997), mostrou-se normal na maioria das doses, semelhante ao dos animais do grupo controle,
durante o estudo de toxicidade aguda. Na andlise do peso corporal e anatomo-morfolégica dos
orgaos internos, observou-se que em todas as doses utilizadas do EAC independentemente da via de
administracdo utilizada, ndo houve alteracdo em relacdo ao grupo controle durante os 14 dias de
observacdo (Gréafico 4). O mesmo foi evidenciado no consumo diario de racdo (Grafico 5) e no
consumo de agua (Grafico 6). A partir destes dados
pode-se sugerir que o EAC de Arrabidaea chica Verlot ndo produziu toxicidade aguda em

camundongos e ratos, levando-se em consideracéo os parametros fisiolégicos gerais observados.

Os ratos utilizados na andlise da toxicidade aguda foram submetidos a avaliacdo dos
parametros hematologicos e bioquimicos sangiiineos apos 14 dias de observacdo. Para avaliacdo
dos parametros hematolégicos foram considerados o nimero de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito
e os indices eritrocitarios. Na avaliagdo da toxicidade aguda ocorreu alteragdo dos parametros
hematol6gicos na dose de 1,0 g/Kg (Tabela 3), onde houve aumento da dosagem de hemoglobina.
Os demais parametros hematolégicos ndo apresentam alteracdes significativas em relacdo ao
controle. A hemoglobina contida nos eritrécitos tem papel importante no transporte do O, dos pulmdes
para os tecidos e do CO, recolhido dos capilares teciduais para os pulmdes (LORENZI et al., 2003).
As folhas de Arrabidaea chica Verlot apresentam em sua composicdo quimica, ferro assimilavel e
cianocobalamina (KALIL FILHO et al., 2000), que s&o fatores nutricionais importantes para a
eritropoese, fato que justifica a sua utilizacdo tradicional como antianémico e que, provavelmente é

responsavel pelo aumento na concentracéo de hemoglobina detectada neste estudo.

Na andlise dos parametros bioguimicos sangulineos dos ratos apos observacédo por 14
dias administracéo aguda do EAC de Arrabidaea chica,

detectou-se um aumento significativo dos niveis de uréia nas doses de 0,5, 1,0 e 5,0 g/Kg (Tabela 4).

A uréia é produzida no figado e é excretada pelos rins. Quando o rim é incapaz de
depurar suficientemente a uréia, ela se acumula no sangue. Todavia, os niveis elevados de uréia nao
sdo especificos de doenca renal intrinseca. Algumas drogas sdo capazes de gerar inducdo
enzimatica e, consequientemente, aumentar a toxicidade. A literatura cientifica sugere que, as
dosagens bioquimicas de creatinina e uréia com aumento em animais submetidos a tratamento com
drogas vegetais, indicando que o efeito da droga interfere no metabolismo e funcionamento do rim,
entretanto, essa conclusdo ndo € um consenso geral (BALIGA et al., 2004).

As concentracdes de colesterol HDL aumentaram significativamente nas doses de 0,5,
1,0 e 5,0 g/Kg. Os niveis de HDL elevado promovem menor risco de doencas coronarianas (LIMA et

al., 1992). Os triglicérides néo sofreram alteracdes significativas em relagdo ao grupo controle.

Transaminases (ALT e AST) sdo bons indices para avaliacdo de alteracdes hepaticas
(VIJAYAIAKSHMI; MUTHULAKSHMI; SACHDAMANDAM, 2000). No presente trabalho, os niveis de

alanina aminotransferase (ALT) ndo apresentaram altera¢des significativas em relagcdo ao controle na
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avaliacdo aguda. No entanto, os niveis de aspartato aminotransferase (AST) apresentaram alteracfes
significativas em relacao ao grupo controle, com aumento dos seus niveis na dose de 2,0 e 3,5 g/Kg.
AST é uma enzima encontrada no citoplasma e mitocondria de muitas células, principalmente no
musculo cardiaco, figado e musculo esquelético; sua concentracdo esta diminuida no rim, pancreas e
eritrécitos. O aumento dos niveis das aminotransferases no plasma de animais tratados com EAC
pode ser devido a liberacdo de enzimas das células do 6rgdo alterado ou da mudanca da
permeabilidade das células (REBECCA et al., 2002).

O extrato hidroalcodlico (EAC) das folhas de Arrabidaea chica promoveu diminuicédo
significativa dos niveis séricos de glicose nas doses de 2,0 e 3,5 g/Kg. Esses resultados corroboram a
indicacdo popular dessa espécie vegetal no tratamento do diabetes melittus, mesmo neste contexto,

onde as avalia¢do foram realizadas em animais normoglicémicos.

Ressaltar-se que a interpretacdo dos resultados das analises laboratoriais € muito mais
complexa que a sua simples comparacdo com os valores de referéncia, classificando os testes como
normais ou anormais, de acordo com os limites desta referéncia e, a seguir, comparando 0s

resultados com padrdes que indicam a presenca de certas doencas (RAVEL, 1997).

Quando nos reportamos aos dados de referéncia em animais de laboratério, a andlise e
a interpretacdo dos resultados sdo mais dificil ainda, pois ndo ha na literatura cientifica informacdes
consistentes sobre valores padrdes para andlises laboratoriais ha espécie animal utilizada neste
trabalho. Sendo assim, os resultados obtidos com o tratamento dos animais com o EAC de
Arrabidaea chica Verlot foram comparados por métodos estatisticos com os dados obtidos nos grupos
de animais controle, conforme metodologias utilizada por Rebecca et al. (2002), Vidal (2003),
Owoyele (2004), Nijayalakshmi et al. (2000), Garcia-Gonzalez et al. (2002), que avaliaram a
toxicidade de plantas em animais e utilizaram os seus proprios grupos controles como referéncia de

normalidade na analise dos resultados.

De posse destes dados de avaliacdo de tocixidade aguda, partiu-se para
avaliar a atividade do EAC sobre os parametros cardiovasculares, em experimentos
utilizando animais ndo anestesiados, para minimizar as influéncias da anestesia
(FLUCKIGER et al., 1985). A anestesia altera os valores de pressdo arterial e
freqUéncia cardiaca por modificar o funcionamento dos principais sistemas basicos
de regulacdo da pressao arterial, tais como, 0 sistema renina-angiotensina, o
sistema nervoso simpatico e o barorreflexo, além de deprimir as sinapses nervosas e
consequentemente comprometer a responsividade autonémica (BECK; ZIMPFER,;
RABERGER, 1982; DORWARD et al., 1990).

Durante o processo de verificagdo do efeito anti-hipertensivo das folhas

de Arrabidaea chica Verlot, foi realizada a analise de peso ponderal e observou-se
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gue o uso crénico do EAC (100; 250 e 500mg/Kg/dia; v.0) por 60 dias ndo causou
alteracao significativa em relacdo ao grupo controle, tanto em grupos de ratos
Normotensos, quanto em grupos de ratos hipertensos (SHR) (Gréfico 7 A e B).

A andlise dos parametros bioquimicos de ratos hipertensos (SHR)
tratados durante 60 dias com o EAC, mostrou algumas alteracdes quando
comparado ao grupo controle. O EAC promoveu diminuicdo dos niveis de glicose
nas doses 250 e 500 mg, em animais hipertensos (SHR), entretanto,
normoglicémico. Este resultado corrobora com a indicacdo popular dessa espécie
vegetal na terapéutica do diabetes mellitus e ratifica os dados encontrados quando
este parametro foi analisado durante a administragcdo aguda em ratos normotensos e
normoglicémicos. As demais dosagens de analitos realizadas, ndo apresentaram
alteracoes significativas guando compradas ao grupo controle
(Tabela 6).

Diante desta auséncia de toxicidade evidenciada através dos resultados
encontrados tanto em tratamento agudo quanto crénico, buscou-se avaliar a reducéo
da pressao arterial média decorrente da administracdo diaria de EAC (100; 250 e
500 mg/Kg/dia/v.0) a ratos normotensos e hipertensos (SHR) dividido em grupos de
acordo com a dose ministrada de EAC (ITEM11.2 e 11.3). Observou-se uma
reducdo da pressao arterial que possivelmente tenha ocorrido em decorréncia da
diminuicdo da resisténcia periférica (Grafico 9 e 10). No grupo de animais
hipertensos SHR, esta queda de pressdo arterial foi acompanhada de uma
diminuicdo da frequéncia cardiaca, que pode ter sido ocasionada por uma
diminuicdo do débito cardiaco, pois, a hipertensdo do SHR adulto esta associada
com um aumento da resisténcia periférica total e um débito cardiaco normal ou
diminuido (JUDY et al., 1976; POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998).

Neste modelo de hipertensdo essencial experimental tem sido
demonstrado que as pequenas artérias, arteriolas e, possivelmente, os esfincteres
pré-capilares sejam 0s principais responsaveis pelo aumento da resisténcia vascular
periférica (TRIPPODO; FROLICH, 1981). Os estudos realizados demonstram que
este aumento da resisténcia periférica ocorra através de processos ativos e
estruturais. Por exemplo: alteracdes da geometria vascular (FOLKOW; SVANBORG,
1993; HEAD, 1994), alteragbes da membrana celular da musculatura lisa vascular
(OVERBECK; JOHSTON, 1972) ou diminuicdo da densidade arteriolar da
musculatura esquelética (PREWITT; CHEN; DOWELL, 1982). Foi demonstrado
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ainda um aumento da resisténcia venosa (GREENBERG; BOHR, 1975)
possivelmente relacionada ao aumento da atividade simpéatica (LUNDIN;
RICKSTEIN; THOREN, 1984; FROHLIC; PFEIFER, 1975; SANJA et al., 2006) e/ou
hipertrofia venular (GREENBERG; BOHR, 1975).

A administragédo do EAC durante oito semanas reduziu a pressao arterial
de animais normotensos a partir da quinta semana em 7,5 e 18,73% em relagéo ao
controle (114,6 mmHg, n= 10) nas doses de 0,1 e 0,25 g/Kg respectivamente. A
dose 0,5 g/Kg ( n=10) produziu reducdo de 19% durante a terceira semana, apés o
gue apresentou uma cinética semelhante a dose de 0,25 g/Kg. Ao atingir as 8
semanas de tratamento com EAC (0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg) a pressao sanguinea
apresentou-se reduzida comparada ao grupo controle (115,8 mmHg; n= 10) em
17,47%; 21,67% e 24,67% respectivamente. (Grafico 9). O EAC nas doses utilizadas
nao causou alteracdo da frequéncia cardiaca dos animais normotensos quando
comparada ao grupo controle (CTL) (Grafico 10). Este mesmo tratamento
administrado a animais hipertensos SHR, apresentou um padrdo de resposta
semelhante ao encontrado no tratamento crénico de animais normotensos e, ao final
do tratamento, os animais hipertensos SHR atingiram reducéo da pressédo sanguinea
de 38,2% e 49,6 %, nas doses de 0,1 e 0,25 mg/kg respectivamente. A dose de 0,5
g/kg (n=10) causou uma reducao nos niveis tensionais de 34,4% a partir da quarta
semana apresentando uma cinética linear e constante desde a sexta semana até a
oitava semana de tratamento, atingindo um nivel de reducdo de 54,4%, quando
comparado ao grupo controle.(Grafico 11). A frequéncia cardiaca acompanhou a
gueda da presséao arterial sendo reduzida em 13,4%; 15,35% e 15,25% ao final do
tratamento com EAC 0,1; 0,25 e 0,5 g/Kg, respectivamente (Grafico 12).

A semelhanca entre a hipertensdo humana e a observada nos ratos SHR,
inclui: a) predisposicdo genética para hipertensdo sem etiologia especifica; b)
aumento da resisténcia periférica total sem expansao do volume e c) igual resposta
a drogas (TRIPPODO; FROLICH, 1981).

Sendo assim, neste estudo foram realizados experimentos in vitro
utilizando a artéria mesentérica superior por se apresentar como vaso de resisténcia
e esta mais amplamente implicado na regulacdo do débito sanguineo e da presséo
capilar além de refletir melhor as evolugbes da resisténcia periférica global
(MULVANY; AALKJAER, 1990; AHUJA; ROBERTSON; BALL, 2009).
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Existem varias evidencias de que o sistema nervoso central esti
envolvido no desenvolvimento e manutencdo de diferentes formas de hipertensao
arterial (CAMPOS JR. et al., 2001).

O sistema nervoso autbnomo simpético estd envolvido na regulacdo
homeostéatica de uma grande variedade de funcdes centrais e periféricas, entre as
quais se podem citar a freqiéncia cardiaca, forca e contracdo cardiaca, tbnus
vasomotor e pressao arterial. Em virtude das diversas fun¢des que sdo mediadas ou
modificadas pelo sistema nervoso simpéatico, os agentes que mimetizam ou alteram
a sua atividade séo uteis no tratamento de varias enfermidades clinicas, incluindo a
hipertenséo arterial (RANG; DALE; RITTER, 2001; LAMARRE- CLICHE, 2008).

A resposta final de um 6rgdo alvo as aminas simpatomiméticas é
determinado ndo somente pelos efeitos diretos da droga, mas também, pelas
adaptacdes homeostaticas reflexas do organismo. Um dos efeitos mais notaveis de
muitas aminas simpatomimeéticas € a elevacdo da presséo arterial decorrente da
estimulacdo dos adrenoceptores nos leitos vasculares (HOFFMAN; LEFKOWITZ,
1996).

Para avaliar o efeito do EAC sobre estes receptores no musculo liso
vascular, foram realizadas curvas concentracao-resposta para noradrenalina em
artéria mesentérica superior de animais tratados cronicamente por via oral com EAC
(100, 250 e 500mg/Kg/dia). Foi possivel observar uma reducéo do efeito maximo e
um deslocamento da EC50 paralelamente a direita (Tabela 8, Grafico 13A e B) em
ambos os grupos de animais, normotensos e 0s hipertensos tratados com EAC.
Considerando-se que a via oral € protegida por barreiras naturais gastrointestinais,
gue dificultam e prolongam a absorcdo de substancias, os resultados do tratamento
cronico foram promissores, pois, a administracdo cronica do EAC por via oral
provocou reducéo da pressédo arterial de ratos normotensos e hipertenso e interferiu
na resposta reativa da musculatura vascular das artérias mesentéricas oriundas
destes animais tratados, diminuindo a reatividade das mesmas na presenca de
noradrenalina.

Outro protocolo experimental com o objetivo de avaliar a resposta reativa
do musculo liso vascular foi realizado, buscando-se a interacdo direta do EAC no
receptor alfa-adrenérgico. Utilizou-se para isso o modelo in vitro de artéria
mesentérica superior isolada de rato SHR na presenca do agonista alfa-adrenérgico

noradrenalina, em concentracdes cumulativas crescentes, na auséncia ou presenca
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do EAC (ITEM 12.1). O tratamento com EAC nas concentra¢cdes de 100, 250 e 500
pg/mL, em seguimentos de artéria mesentérica desprovida de endotélio promoveram
deslocamento a direita nas concentracées 250 e 500 pg/mL e reducdo do efeito
maximo nas trés concentracdes utilizadas. (Tabela 9). Este mesmo protocolo foi
realizado com as mesmas concentracfes do EAC, porém em artéria mesentérica
com endotélio funcional e também foi possivel observar reducdo do efeito maximo
nas concentracfes utilizadas, bem como deslocamento da curva a direita nas
concentragdes de 100 e 500 pg/mL.

Em artéria mesentérica superior isolada a F63 nas concentracfes de 10,
20 e 30 pg/mL demonstraram um antagonismo do tipo competitivo e dependente da
concentragao utilizada. Estes resultados em conjunto, sugerem que o EAC e a F63
possuem substancia(s) em sua composicdo capaz(es) de inibir a ativacdo dos
receptores a-adrenérgicos ou interferir com as vias de sinalizagdes intra-celular.

As contracdes induzidas por noradrenalina sdo decorrentes em parte da
liberacdo de calcio dos estoques intracelulares e em parte devido o influxo
intracelular de calcio, dentro da célula, apos a ativacdo de receptores alfa do tipo
1(a1) (NICASIO; MECKES, 2005).

Esta estabelecido na literatura que a noradrenalina promove 0 aumento o
tbnus vascular pela estimulacdo do receptor e elevacdo do influxo de calcio
(VASCONCELOS et al., 2008), entretanto, este efeito vasoconstrictor de agonistas
a, adrenérgico podem ser modulados pelos fatores relaxantes derivado do endotélio
vascular, especialmente o 6xido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGIl,) (CERONI et al.,
2007).

O NO é um gas formado a partir do aminoacido L-arginina, reacdo esta
catalisada pela sintase do NO, uma enzima dependente de Ca®". Devido a sua
natureza, o NO difunde-se facilmente através das células da musculatura lisa
adjacente,o que estimula a ciclase da guanilil soluvel (CGs) (COHEN; VANNHOUTE,
1995), metabolizando o GTP e transformando-o em GMPc. O GMPc, por sua vez,
ativa a PKG, resultando em: estimulacdo da bomba de Ca®" no reticulo
sarcoplasmatico; aceleracéo da recaptacdo de Ca®* para os estoques intracelulares
(CORNWELL et al., 1991); abertura dos canais para K*; fechamento dos canais para
Ca?* sensiveis a voltagem e fosforilacdo da cinase da cadeia leve da miosina

(MLCK), inativando-a. Estes eventos em conjunto causam uma reducdo da
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concentracdo de [Ca®*]i e vasorelaxamento, diminuindo assim a resisténcia periférica
(FURCHGOTT, 1983; VANHOUTE; BOULANGER, 1995).

A literatura cientifica mostra que a inibicdo cronica da sintase de NO induz
um aumento na pressao arterial que é dependente da elevagcdo da resisténcia
periférica total (DANANBERG; SIDER; GREKIN, 1993; PRIVIERO et al., 2007).
Alguns estudos sugerem que a vasoconstricBo exija que 0 sistema nervoso
simpatico esteja intacto (TODA; KITAMURA; OKAMURA, 1993) e é mediada pelo
aumento do ténus adrenérgico (OUIU et al., 1994), que pode ser causado pelo
aumento ou liberagdo de catecolaminas ou pelo aumento da sensibilidade do
musculo liso vascular as catecolaminas. Com base nessa teoria torna-se possivel
hipotetisar que a diminuicdo da pressao arterial induzida pelo EAC possa ser devido
um efeito relaxante decorrente da liberagdo de NO do endotélio vascular e
consequente diminuicdo da resisténcia vascular periférica. Para verificar esta
possibilidade, foram realizados experimentos in vitro com o EAC buscando-se avaliar
o efeito modulatorio do 6xido nitrico. Foram obtidas curvas concentracao resposta do
EAC na presenca de bloqueador da enzima sintase de Oxido nitrico (L-NAME)
(Grafico 17). Nestes experimentos foi observado que a resposta vasorelaxante do
EAC (1; 5; 10; 50; 100; 200 e 300 pg/mL) néo foi alterada, pelo L-NAME, sugerindo
gue o NO nao esta envolvido na acdo do EAC em artérias mesentéricas de ratos.

Negri e Camargo (2003) demonstraram em extrato diclorometano das
folnas de Arrabidaea chica, a capacidade de sequestrar radicais livres, com base
neste achado, pode-se hipotetisar que o EAC de Arrabidaea chica Verlot, poderia
prevenir a reacdo do NO com radicais livres, aumentando a disponibilidade deste
mediador (MARK; WEGLICKI, 2004).

Outra via muito importante para o0 vasorelaxamento e consequente
regulacéo do tbnus é a que envolve a producao e liberacdo de metabolitos da via da
enzima cicloxigenase (COX). A COX é uma enzima que catalisa a reacdo de
metabolismo do &cido araquidénico em metabdlitos, dentre eles a prostaciclina
(PGI,) que séo prostanoides de origem endotelial e também néo endotelial que pode
ter acdo direta sobre o musculo vascular e induzir vasodilatacdo (MONCADA; VANE,
1978; TRIGGLE, 1994). A prostaciclina formada no endotélio vascular se difunde até
as ceélulas musculares onde promove a ativacdo dos receptores IP que estdo
acoplados a proteina Gs (COLEMAN et al.,, 1994), este acoplamento induz a

ativacdo da enzima quinase A (PKA) levando um aumento dos niveis de AMPc no
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citosol. O aumento do AMPc gera ativacdo de uma proteina cinase dependendo de
AMPc-PKA. Esta proteina quando ativada promove fosforilagdo da bomba do
reticulo sarcoplasmatico, aumentando a recaptacdo de calcio do citosol para os
estoques promovendo a abertura e canais para potassio, o fechamento de canais
para célcio na membrana e a inibicdo da cinase da cadeia leve de miosina (MLCK).
Estas sequéncias de fosforilagdo levam a uma diminuicdo das concentracdes de
calcio na célula muscular acarretando em uma diminuicdo do ténus (FROLICH,
1990).

Para avaliar a participacdo da COX na resposta relaxante induzida por
EAC, foram obtidas curvas concentracdo—efeito do EAC na presenca de
indometacina, um inibidor ndo seletivo desta enzima (CLARK; FUCHS, 1997). E
nestas condi¢gdes, a resposta vasorelaxante de EAC nao foi afetada, excluindo o
envolvimento da prostaciclina e de outros metabdlitos do acido araquiddnico nestas
acéo do EAC de A. chica (Grafico 18).

Existem evidencias que muitas substancias derivada de plantas
medicinais alteram o metabolismo do Ca?* nas células (SENESCH et al., 1993).

A entrada dos fons Ca®" no citosol é uma etapa fundamental de varios
processos intracelulares, tais como: contracdo e relaxamento muscular, secrecao,
crescimento e diferenciacdo celular, regulacdo da expressdo génica, metabolismo
celular. O ténus vascular é controlado pela concentracdo de calcio citoplasmatico
[Ca*']c, sendo que a contracdo das células do musculo liso vascular inicia com o
aumento da [Ca*‘]c. Isto pode ocorrer pelo aumento do influxo de Ca*" através dos
canais para Ca*" operados por receptor, ou pela liberacdo de Ca?* dos estoques do
reticulo sarcoplasmatico (LAGAUD et al., 1999; ALLEN; WALSH, 1994).

O KCI induz contracdo em musculo liso através da ativacdo de canais
para célcio dependentes voltagem (Cav) promovendo o influxo de Ca* e
subseqiiente liberacdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (GURNEY, 1994),
enquanto a vasoconstriccao induzida por NA é devida a estimulacdo dos receptores
a-adrenérgicos acoplados a proteina G, com consequente aumento dos niveis de IP3
e liberacdo de Ca* dos estoques intracelulares e também pelo influxo da via
ROCC’s (Canais para célcio operados por receptor) (PEREZ-VISCAINO, 1999).

Varios subtipos de canais para K" ja foram caracterizado na musculatura
lisa vascular, no entanto, apenas quatro parecem estar envolvidos na regulagéo do

ténus vascular: os sensiveis ao ATP (KATP), os sensiveis ao Ca*" de grande
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condutancia (BKCa) e de pequena condutancia (SKCa) e os dependentes de
voltagem (Kv) (ADEAGBO, 1999). Os canais para KT que estdo envolvidos nos
efeitos induzidos por FDREs tem sido bem estudados, mas ainda existem
controvérsias com relacd@o ao tipo de canal e a via de ativagdo. Um grande numero
de estudos tem mostrado que os relaxamentos induzidos por FRDEs (NO ou PGI2)
sdo0 inibidos por bloqueadores de canais para K* sensiveis ao Ca?* de grande
conduténcia (BKCa), como TEA e caribidotoxina (CAMPBELL et al., 1993;
GARLAND et al., 1995; JACKSON, 2005).

Os canais para potassio ativados pelo calcio (KCa) foram os primeiros
membros na familia a serem identificados (MARLY, 1981). A ativacdo destes canais
ocorre em decorréncia da elevacdo dos niveis citésolicos de Ca? ,quanto pela
despolarizacdo de membrana, surpreendentemente, estes canais podem abrir
mesmo na auséncia de calcio (PALLOTA, 1985). Existem trés tipos de canais para
potassio sensiveis ao calcio, eles variam de denominacdo de acordo com sua
sensibilidade; canais para potassio sensiveis ao calcio de grande condutancia
(BKCa), canais para potassio sensiveis ao calcio de condutancia intermediaria
(IKCa) e canais para potassio sensiveis ao calcio de baixa condutancia (SKCa)
(JACKSON, 2005).

A musculatura lisa vascular utiliza Ca*, como um mecanismo de
acionamento no processo de contracdo. O influxo de Ca*" através de Ca, da
membrana plasmatica e liberacdo de calcio dos estoques intracelulares sao as
principais fontes para a ativacdo do mecanismo de contracdo (JACKSON, 2000). O
aumento das concentracfes extracelulares de potassio gera uma despolarizacao de
membrana promovendo a ativacdo dos canais Ca, ocasionando o influxo de calcio
gerando uma contracdo (REMBOLD, 1996).

As drogas vasodilatadoras, no geral, apresentam a propriedade de
abrirem os canais de K, este aumento moderado na concentracédo extracelular de
K" (< 40mM) inibe efetivamente a contragdo, porém niveis mais altos de
concentragcdes de K*, ndo ocorre o efluxo deste fon e consequentemente nio
acontece a hiperpolarizacdo. Esta propriedade permite estabelecer distincdo entre
os abridores de canais para K' e os antagonistas de canais para Ca®’, que
demonstram comportamento diferenciado nesta circunstancia (GURNEY, 1994).

Sob a hipétese de que o efeito vasorelaxante do EAC pudesse estar

sendo devido a uma atividade blogueadora sobre os canais de Ca* ou por
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hiperpolarizagdo, foram realizados experimentos tendo o KCI como agente
despolarizante. Esses experimentos foram realizados em artéria mesentérica isolada
de rato SHR e, o relaxamento induzido pelo EAC sobre as contra¢des induzidas pela
solucdo de KCL (80mM) foram significantemente potentes, quando comparadas ao
relaxamento da contragao induzida por NA (Grafico 19).

Os bloqueadores de VOCC’s (canais para célcio operados por voltagem)
sdo mais potentes em inibir as contracbes induzidas por altas concentracdes
extracelulares de K* (KCI 80mM) do que as induzidas por NA ou aquelas induzidas
por concentracdes moderadas de K* (KCL 30mM) extracelular (SAKATA; KARAKI,
1991).

O conjunto destes resultados permite sugerir que o EAC apresenta
caracteristicas de um bloqueador de VOCC'’s reforgando hipotese de que a resposta
hipotensora observada no tratamento crénico possa ser por inibicéo do influxo Ca*" |
através de bloqueio ao VOCC’s no musculo liso vascular.

Para ratificar a hipotese de que o EAC atuando por bloqueio de VOCC'’s,
realizou-se experimentos de curvas concentracfes-resposta cumulativa de CacCl..
As curvas cumulativas ao CaCl, em meio nominalmente sem calcio foram
deslocadas para a direita na presenca do EAC (50; 100; 250 e 500 pg/mL) com
deplecdo da resposta maxima, sugerindo um antagonismo do tipo ndo competitivo
(Gréfico 20 A). Entretanto na presenca da F63 (10, 25 e 30 pug/mL) so foi possivel
observar diminuicdo da contracdo maxima, porém sem deslocamento da curva
(Gréfico 20 B).

Em seguida, buscou-se analisar a possibilidade deste efeito
vasorelaxante ser conseqiiéncia da inibicdo do influxo de Ca?* por acdo do EAC e
F63 sobre os canais Ca,L. Com esta finalidade foram realizados experimentos na
presenca de BayK 8644 (0,1uM) que é um ativador de Ca,L de acdo direta na
subunidade a; do canal de Ca®" do tipo L (SPEDDING; PAOLETTI, 1992; BARRUS;
REVIRIEGO; MARIN, 1996). Conforme pode ser visto nos graficos 21A e B,
repectivamente, o EAC e a F63 causaram relaxamento em contracdes induzidas por
NA (10uM) e na presenca de Bay K8644. Estes resultados sdo de extrema
importancia, visto que, confirma a hipétese de que o EAC e F63 promove o bloqueio
de canais CavlL (Graficos 21 A e B).
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A liberacdo de ions célcio dos estoques intracelulares tem um papel
importante na atividade celular, incluindo, o acoplamento excitacdo-contracdo no
musculo liso (FLYNN et al., 2001).

Com a finalidade de investigar se o0 EAC poderia esta exercendo seus
efeitos sobre a liberacdo de céalcio dos estoques intracelulares de calcio sensivel ao
IP; (fosfoinositol trifosfato) e a cafeina (Caf), foram realizados experimentos em que
seguimentos de artéria de ratos hipertensos SHR, eram contraidos com NA ou Caf
na auséncia e na presenca do EAC em meio livre de Ca?. A cafeina tem sido
referida como um instrumento farmacolégico padréo para demonstrar a ativacao do
receptor rianodina na liberacdo de Ca?' dos estoques intracelulares (SMHITH:;
HUTCHINS, 1989) e a fenilefrina, um agonista a-adrenérgico, que induz rapido e
transiente aumento na formacéo de IP; no musculo liso de artéria mesentérica de
rato (LANGLANDS; DIAMOND, 1990), o qual libera célcio dos estoques
intracelulares de célcio sensivel ao IP3 (SOMLYO; SOMLYO, 1994).

Sob estas condi¢cdes o EAC nao inibiu as contracfes induzidas por NA,
porém, reduziu as contra¢des induzidas por cafeina ( EAC 100; 250 e 500 pg/mL)
sugerindo que o EAC néo interfere com a mobilizacdo de célcio do estoque sensivel
ao IP3;, mas interfere no estoque sensivel a cafeina (Grafico 22 A e B). Entretanto,
este mesmo protocolo utilizando a F63, ndo foi possivel observar nenhuma
interferéncia desta fracdo com estes estoques de célcio (Grafico 22 C e D).

Por fim, estes resultados em conjunto sugerem que o EAC de Arrabidaea
chica produz efeito anti-hipertensivo e vasorelaxante em arteria mesentérica de rato
mediado por uma via independente do endotélio, e que parece envolver o bloqueio
do influxo de Ca* na membrana citoplasmética e atividade sobre os receptores
rianodinicos. Além disso, sugerem que a F63, fracdo obtida a partir do EAC de
Arrabidaea chica, possui componentes que também interferem com influxo de Ca®,

mas ndo apresentam atividade nos receptores rainodinicos.
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14 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através de uma abordagem fitoquimica preliminar e

farmacoldgica in vivo e in vitro do EAC e fracdo F63 de Arrabidaea chica em ratos

SHR demonstram que:

a) O EAC possui na sua composicao taninos flobafénicos, em

guantidades moderada e flavononois, flavonononas e compostos

estreroidais em alta quantidade;

b) A fracdo F63 apresenta sinais caracteristicos para flavondides

c)

d)

e)

f)

)

h)

i)
)

glicosilados;

A administracdo aguda de Arrabidaea chica Verlot ndo interfere no aumento de peso
dos camindongos bem como ndo produziu morte e nem alterac6es macroscopicas
dos o6rgdos vitais em camundongos e ratos quando administrado em tratamento
agudo por via intraperitoneal e por via oral, respectivamente;

A administracdo aguda do EAC reduz os niveis séricos de glicose e aumenta os
niveis séricos de AST, Uréia e Colestrel — HDL;

O EAC induziu diminuicdo da pressdo arterial sistélica em ratos normotensos e
espontaneamente hipertensos (SHR);

O EAC e a F63 apresentaram efeito inibidor da sinalizagdo de receptores a-
adrenérgicos;

O EAC e a F63 induziram relaxamento das artérias mesentéricas com e sem
endotélio funcional,

O efeito relaxante do EAC e F63 nao parece depender do endotélio e nem envolver a
via NO-sintase e metabolitos derivados da cicloxigenase;

O EAC e a F63 inibiram o influxo de célcio através dos Ca,L.;

O EAC mostrou ter uma atividade inibitéria sobre os receptores rianodinicos;

Em conjunto estes resultados demonstram que a administracdo crénica do

EAC a ratos normotensos e hipertensos SHR induziu um efeito hipotensor com

auséncia de efeitos toxicoldgicos dentro dos parametros analisados. Este efeito

intracelular.

N s eps
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C322i

Cartagenes, Maria do Socorro de Sousa.

Investigac@o dos efeitos toxicos e anti-hipertensivo de Arrabidaea
chica Verlot (Bignoniaceae) / Maria do Socorro de Sousa Cartagenes.
-- Jodo Pessoa: UFPB, 2009.

147 1. 1l

Orientadora: Isac Almeida de Medeiros.
Co-orientador: Marilene Oliveira da Rocha Borges.

Tese (Doutorado) — UFPB/CCS, Programa de Pos Graduag¢do em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.

1. Substancias naturais. 2.Arrabidaea chica Verlot . 3. Artéria
mesentérica. 4.Hipertensdo (SHR).

UFPB/BC CDU: 547.9 (043)




