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RESUMO

Os efeitos cardiovasculares do extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini (L.) Skeel (Myrtaceae)
(EHFSC) foram estudados em ratos usando uma combinagdo in vivo e in vitro. Em animais
hipertensos (SHR) nédo anestesiados, o0 EHFSC promoveu efeito anti-hipertensivo a partir da
quarta hora ap6s administragdo de 200 mg/kg, v.o. Este efeito ndo foi observado em ratos
normotensos, ap6s administracdo de 100 ou 500 mg/kg. Entretanto apds tratamento com 500
mg/kg observamos efeito hipertensivo e taquicardico. Além disso, EHFSC (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30
mg/kg; i.v.) produziu hipotensdo significante dose ndo-dependente ( -15,1 + 1,4%; -13,8 + 1,1%j;
-14,9 £ 1,5%; -13 £ 0,9%; -11,2 + 1,5 e -13 £ 1,7%, respectivamente) com reducdo da frequéncia
cardiaca (-5,7 £ 1%; -5,3 + 1,3%; -5,6 + 0,5%; -14 + 15%; -8,3 + 1% e -9,6 £ 1,7%,
respectivamente) em ratos normotensos, bem como em SHR, hipotenséo (-7,4 + 0,5%; -11 £ 2%);
-8 £ 1%;-5,9+ 0,7%; -9+ 0,7% e -9,9 £1,6%, respectivamente) e bradicardia (-0,8 + 0,8%; -3,5 £
2%; -3,3 £+ 0,5%; -0,4 £ 0,3%; -4,0 + 0,3% e -6,9 £ 1,5%, respectivamente). A resposta
hipotensora ndo foi alterada apds bloqueio da sintese de oxido nitrico pelo L-NAME (20 mg/kg;
i.v.) ou atropina (2 mg/kg, i.v.), entretanto a bradicardia foi revertida & taquicardia na presenca de
L-NAME (2,3 + 0,5%; 1,3 + 0,9%; 24 £ 1,3%; 25 £+ 1,2%; 0,1 £ 1,1% e 5 = 0,6%,
respectivamente) e atenuada pela atropina nas maiores doses (-2,4 = 1%; -4,1 £ 0,9%; -5,2 £ 1%
e -5,2 £ 0,4%, respectivamente) . Além disso, apds o bloqueio com indometacina (3 mg/kg; i.v.)
tanto o efeito hipotensor (-4,8 £ 0,9%; -3,8 £ 0,4%; -8,6 £ 0,9%; -6,1 £ 0,9%; -3,8 + 0,5% e -4,6
+ 1,1%, respectivamente) como a bradicardia (1,6 + 1,2%; 2,1 £ 0,4;% -0,9 + 0,5%; -2,0 £ 1,6% e
-1,7 + 0,8%, respectivamente) foram atenuados. Enquanto que apds o bloqueio com hexametonio
(30 mg/kg; i.v.) houve reducéo significante do efeito hipotensor nas dos de 0,5; 5 e 10 mg/kg (-
6,8 +0,7;-58+ 1 % e -7.9 + 1.9%, respectivamente) com reducdo do efeito bradicardico em
todas as doses (-0,1 + 0,5%; -15 = 0,9%; -2,3 £ 0,7%; 15 £ 15% e 3,7 £ 0,8%,
respectivamente). Em aneis de artéria mesentérica superior, EHFSC (1 — 1000 pg/mL)
antagonizou de maneira concentracio-dependente as contracdes induzidas por fenilefrina (10 M)
e KCI (80 mM) (PD,= 2,74 + 0,1 e 2,16 + 0,06 pg/mL, respectivamente) apenas nas preparacoes
com endotélio funcional intacto. Contudo, quando pré-incubados com L-NAME (100 uM) o
efeito vasorelaxante ndo foi inibido (PD,= 2,92 + 0,12 pg/mL), por outro lado os experimentos
quando realizados na presenca da concentragcdo de K* 20 mM o vasorelaxamento foi atenuado
(PDy= 1,73 + 0,1 pg/mL). Baseados nestes resultados, sugere-se que o0 EHFSC promove efeito
anti-hipertensivo quatro horas apds administracdo oral de 200 mg/kg do extrato. Além disso, 0
efeito hipotensor provavelmente ocorre devido a uma vasodilatacdo periférica dependente de
endotélio, com envolvimento de prostandides e provavel participacdo de canais i6nicos. A agdo
bradicardica ocorre de forma independente com provavel ativacdo indireta dos receptores
muscarinicos M, cardiacos.

Palavras-chave: Syzygium cumini; hipotensdo; efeito anti-hipertensivo; vasorelaxamento



ABSTRACT

The cardiovascular effects of hydroalcoholic extract of the Syzygium cumini (L.) Skeels fruits
(Myrtaceae) (EHSCF) were study in rats using a combination of in vivo and in vitro. After
administration of single oral dose (200 mg/kg) we observed a significant decrease in blood
pressure from four hours after administration in spontaneously hypertensive rats (SHR).
Moreover EHFSC (0.5; 1; 5; 10; 20 and 30 mg/kg; i.v.) produced hypotension ( -15.1 + 1.4%; -
13.8 + 1.1%; -14.9 + 1.5%; -13 £ 0.9%; -11.2 + 1.5 and -13 % 1.7%, respectively) associated with
bradycardia (-5.7 £ 1%; -5.3 £ 1.3%; -5.6 £ 0.5%; -14 + 1.5%; -8.3 £ 1% and -9.6 + 1.7%,
respectively) in normotensive rats, as well as SHR, hypotension (-7.4 = 0.5%; -11 + 2%; -8 £
1%;-5.9 £ 0.7%; -9 + 0.7% and -9.9 +1.6%, respectively) followed by bradycardic effect (-0.8 +
0.8%; -3.5 £ 2%; -3.3 = 0.5%; -0.4 £ 0.3%; -4.0 £ 0.3% e -6.9 + 1.5%, respectively).The
bradycardia was reversed in tachycardia (2.3 £ 0.5%; 1.3 £ 0.9%; 2.4 £ 1.3%; 2.5 £ 1.2%; 0.1 +
1.1% and 5 = 0.6%, respectively) after L-NAME (20 mg/kg), after indomethacin (2 mg/kg) both
hypotension (-4.8 + 0.9%; -3.8 + 0.4%; -8.6 £ 0.9%); -6.1 £ 0.9%); -3.8 £ 0.5% and -4.6 + 1.1%,
respectively) and bradycardia (1.6 £ 1.2%; 2.1 + 0.4;% -0.9 £ 0.5%; -2.0 + 1.6% and -1.7 = 0.8%,
respectively) were reduced and after pretreatment with atropine the bradycardic effect was
attenuate jus in higher doses (-2.4 £ 1%; -4.1 £ 0.9%; -5.2 £ 1% and -5.2 + 0.4%, respectively).
The hypotension just doses 0.5; 5 and 10 mg/kg (-6.8 + 0.7; -5.8 £ 1 % and -7.9 + 1.9%,
respectively) and bradycardia in all doses (-0.1 £ 0.5%; -1.5 £ 0.9%); -2.3 + 0.7%; 1.5 £ 1.5% and
3.7 = 0.8%, respectively) were significantly reduced after hexamethonium. Moreover, EHFSC (1
- 1000 pg/mL) induced a concentration-dependent vasodilator effect in endothelium-dependent in
mesenteric artery rings pre-contracted by Phe (10 M) and KCI (80 mM) (pD,=2.74 +0.1 e 2.16
+ 0.06 pg/mL, respectively). L-NAME (100 uM) pretreatment not inhibited the vasorelaxation
inibido (pD,= 2.92 + 0.12 pg/mL), however in KCI (20 mM) preparations vasorelaxant response
was attenuated (pD,= 1.73 = 0.1 pg/mL). These results so far show that extract induced
antihypertensive effect and hypotension due the probably release of prostanoids and bradycardia
which could be due to both indirect cardiac muscarinic activation. The vasorelaxant effect is
probably mediated by potassium channel activated in endothelium.

Keywords: Syzygium cumini; hypotension; antihypertensive effect; vasorelaxant
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragdes Sobre Pressdo Arterial

O sistema cardiovascular humano e em diversas espécies animais, € composto por um
coracdo e vasos sanguineos (artérias, capilares e veias). Este sistema contribui com a homeostase
celular, pois, além de outras funcbes, é responsavel por levar substancias essenciais e remover
subprodutos do metabolismo dos tecidos (BERNE e LEVY, 2009). Sua regulagéo cardiovascular
ocorre por meio de alteracdes nos diametros dos vasos de resisténcia (principalmente arteriolas),
no desempenho cardiaco e/ou no volume das veias (CAMPAGNOLE-SANTOS e HAIBARA,
2001).

A pressdao arterial média (PAM) é um parametro fisiolégico e representa
matematicamente a pressdo arterial pulsatil. De modo simplificado, a PAM pode ser expressa
como produto do débito cardiaco (DC) e resisténcia vascular periférica total (RVPT) de acordo
com a equacdo: PAM = DC x RVPT. O DC é a quantidade de sangue ejetado do coracdo para o
organismo a cada minuto e pode ser representado em fun¢do dos parametros fisiologicos, volume
sistdlico (VS) e frequéncia cardiaca (FC): DC = VS x FC. Deste modo, qualquer alteracdes sobre
estes parametros induzem mudangas a presséo arterial (OATES e BROWN, 2003).

O controle da pressdo arterial (PA) é realizado por uma agdo conjunta e integrada do
sistema renal, neural e enddcrino, que promovem alteracbes no sistema cardiovascular,
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001).

O baroreflexo € um mecanismo de controle da PA a curto prazo, considerado essencial
para homeostase cardiovascular. E constituido pelos barorreceptores (ou pressorreceptores)
situados nos seios carotideos e arco adrtico e respondem ao estiramento vascular e a deformacao
induzida pelo aumento da pressdo. Quando ativados inibem as regiGes vasoconstrictoras do
bulbo, havendo uma vasodilatagdo periférica e consequente reducdo da pressdo sanguinea. De
forma adicional ocorre ainda uma bradicardia devido a estimulacdo vagal (GUYENET, 2006;
KAREMAKER, 2008).

Os quimiorreceptores periféricos também sdo responsaveis pela regulagdo da PA a curto
prazo, constituem em corpos na bifurcacdo carotidea e varios corpos pequenos na regido do arco

aortico. Apesar de estarem envolvidos primeiramente na regulacdo da respiracdo, também atuam
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na regulacdo local do tonus da musculatura lisa dos vasos, estimulando as regides
vasoconstritoras a partir de uma reducdo de Oz ou excesso de CO, e H*, bem como regides
vasodilatadoras a partir do aumento de Oz ou reducdo de CO, e H" (CARVALHO e COSTA,
1979; GUYTON e HALL 2011).

Os mecanismos hormonais, implicados no controle da PA a médio prazo, promovem
elevacdo da PA através do sistema catecolaminérgico (adrenalina e noradrenalina) e hormdnio
antidiurético ou reducdo da PA através da liberacdo do peptideo atrial natriurétrico (PAN) e
ativacdo do sistema calicreina-cininas. Além de estimular substancias produzidas localmente pelo
endotélio, como oOxido nitrico (NO), endotelinas e prostaglandinas, que promovem alteracdes na
RVP, modificando a taxa de fluxo sanguineo a nivel local, podendo interferir sistemicamente na
modulacdo da PA (EVORA etal, 1995; OATES e BROWN, 2003).

O orgdo mais importante no controle da pressdo a longo prazo é o rim, pois quando a
RVP ¢ constante, 0 aumento de liquido no organismo aumenta o DC e consequentemente a PAM.
portanto, o controle a longo prazo da pressdo arterial é determinado pelo equilibrio dos fluidos no
organismo, ou seja, equilibrio entre a ingestdo e eliminacdo de liquidos (BERNE e LEVY, 2009).
Para exercer este controle, o rim secreta renina, uma enzima proteolitica que € liberada pelas
células do aparelho justaglomerular para a circulacdo. Esta liberagdo ocorre mediante trés
estimulos: estimulacdo simpatica, reducdo na carga de s6dio na macula densa e reducdo na
pressdo de filtragdo glomerular (SHEPHERD e VANHOTTE, 1979). No plasma, a renina leva a
conversao do angiotensinogénio (produzido pelo figado) em angiotensina I, esta por sua vez é
convertida em angiotensina Il por meio da enzima conversora de angiotensina (ECA)
(FERREIRA e BRUNINI, 2007). Angiotensina Il é um peptideo que atua no sistema
cardiovascular promovendo vasoconstriccdo, aumento da contratilidade cardiaca e hipertrofia
cardiaca. Nos rins promove reabsor¢do tubular de sodio, além de estimular a secrecdo de
aldosterona. Este sistema é denominado sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA) e seus

mecanismos em conjunto sdo responsaveis pela elevacdo da PA (ATLAS, 2007).
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1.2 Hipertensdo Arterial Sistémica

Através de estudos fisiologicos foi possivel o conhecimento de um grande nimero de
substancias e de sistemas que interagem de maneira complexa para garantir niveis adequados de
pressdo arterial (PA) nas mais diversas situacdes. Acredita-se que disfuncbes na sintese e
liberacdo dessas substancias, e nos nesses sistemas de controles resultam na chamada hipertenséo
arterial sisttmica (HAS) (CAIN e KHALIL, 2002). Esta condicdo clinica caracteriza-se pela
manutencdo dos niveis tensionais arteriais acima dos considerados normais (GUIMARAES e
RIBAS, 2006). Segundo a VI Diretrizes Brasileira de Hipertensdo (2010) este valor, para adultos,
é de até 130/85 mmHg, para pressdes sistolicas e diastdlicas respectivamente (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

A HAS ¢é considerada um fator de risco para diversas doencas cardiovasculares (PERES,
MAGNA e VIANA, 2003; SALGADO e CARVALHAES, 2003; LYRA et al, 2006), pois 85%
dos pacientes que sofrem acidente vascular cerebral (AVC) e 40% das vitimas de infarto agudo
do miocardio (IAM) sdo hipertensas. Alem disso, pacientes hipertensos também apresentam
maior suscetibilidade & insuficiéncia cardiaca (IC) (ARAUJO e GARCIA, 2006). Dados
importantes, visto que este grupo de doencas permanece como principal causa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo com uma elevada probabilidade de crescimento de sua incidéncia
(KEARNEY et al, 2005; MARK et al, 2007).

Além disso, a HAS apresenta uma prevaléncia mundial de 26,4% e no Brasil estudos
populacionais realizados em algumas cidades estimam-se que cerca de 22,3 a 43,9% da
populacdo do pais € hipertensa (GUS et al, 2004). Com base nestes estudos, pode-se afirmar que
a hipertensdo constitui um grave problema de satde publica no Brasil e no mundo.

Por isso, hipertensos devem ser tratados adequadamente. Deste modo, devido a HAS ser
uma condicdo croénica, este tratamento visa apenas o controle da doenca e possui como finalidade
primordial a reducdo da morbidade e mortalidade cardiovasculares (SRTRELEC et al, 2003

As medidas ndo farmacoloOgicas caracterizam o inicio da terapia e consistem na melhoria
da qualidade de vida do paciente (GUEDES et al 2005). As principais recomendagfes nao
medicamentosas para prevencdo da HAS séo: alimentacdo saudavel, consumo controlado de sal e
alcool, ingestdo de potéassio e combate ao sedentarismo e ao tabagismo. Com o agravo da doenca,

de acordo com a necessidade de cada individuo, farmacos sdo adicionados ao tratamento. Esta
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adicdo considera o beneficio que cada medicamento oferece, ou seja, visa utilizar aqueles com
menores probabilidades de efeitos adversos (SBC, 2010).

Estes medicamentos utilizados no tratamento da HAS sdo chamados de anti-hipertensivos
e estes ndo devem apenas reduzir a PA, mas também os eventos cardiovasculares fatais (SBC,
2010). Os anti-hipertensivos atuam sob um ou mais dos seguintes parametros fisioldgicos
envolvidos no controle da PA: a) resisténcia vascular periférica total (RVPT), b) o débito
cardiaco (DC), c) volume sistdlico (VS) e d) frequéncia cardiaca (FC) (OATES e BROWN,
2010). ). Exemplos de medicamentos anti-hipertensivos encontram-se no QUADRO 1.

QUADRO 1: Classificagdo farmacolégica dos farmacos utilizados no tratamento da hipertensdo (continua).

Diuréticos

1. Diuréticos de Alca: furosemida, bumetamida, piretamida.
2. Tiazidicos: hidroclorotiazida, clortalidona, indapamida
3. Diuréticos poupadores de potéssio: espirolactona, triantereno, amilorida

Antagonistas dos canais de calcio

1. Fenilalquilaminas: verapamil
2. Benzotiazepinas: diltiazem
3. Diidropiridinas: anlodipino, lacidipino, lercanidipino manidipino, nifedipino, nisoldipino,

nitrendipino, felodipino, isradipino
Inibidores adrenérgicos:

1. Betabloqueadores: bisoprolo carvedilol*, metoprolol, nadolol, nebivolol**, pindolol, atenolol,
propranolol
2. Alfabloqueadores: terazosina, prazosina, doxazosina

3. Acdo central: alfametildopa, clonidina, guanabenzo, monoxidina, rilmenidina
Vasodilatadores de agéo direta
hidralazina, minoxidil
Inibidores da enzima conversora de angiotensina

delapril, perindopril, captopril, enalapril, lisinopril, ramipril, cilazapril, benazepril, trandolapril, quinapril,

fosinopril
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QUADRO 1: Classificacao farmacolégica dos farmacos utilizados no tratamento da hipertenséo (continuacéo).

Inibidores do receptore AT,
losartana, valsartana, irbesartana, candesartana, telmisartana, olmesartana
Inibidor direto da renina

Alisquireno

*Alfa-1 e betabloqueador adrenérgico, ** Betabloqueador e liberador de 6xido nitrico. Adaptado de: SBC, 2010.

A causa do aumento de PA na maioria dos pacientes (90% dos casos de hipertensao)
permanece desconhecida e por isso, a patologia é denominada hipertensdo arterial primaria.
Acredita-se que essa sindrome seja, na realidade, poligénica e que as influéncias ambientais
desempenhem papel importante na manifestacdo final do fenétipo (OPARIL et al, 2003).

Para melhor estudar este tipo de hipertensdo Okamoto e Aoki em 1963 introduziram um
modelo experimental, os ratos espontaneamente hipertensos — SHR. Este modelo foi
desenvolvido atraves do cruzamento entre animais de mesma prole, resultando em animais
naturalmente portadores de hipertensdo em 100% dos descendentes. A semelhanca entre a
hipertensdo humana e a dos SHR, inclui: a) predisposi¢cdo genética sem etiologia especifica, b)
aumento da resisténcia periférica total e c) igual resposta a tratamentos com drogas (FAZAN et
al, 2006).

Por ser um modelo de hipertensdo experimental, sabe-se que os SHR quando comparados
ao seu controle Wistar-Kyoto (WKY) possuem um aumento de 30% na pressao arterial média
(PAM). Além de alteracbes vasculares, pois no primeiro e segundo ramos de artérias
mesentéricas de resisténcia 0s vasos estdo 23% mais espessos, 34% mais contraidos e
demonstram menor resposta ao fator hiperpolarizante derivado do endotélio (FHDE)
(MULVANY e HALPERN, 1976). Sabe ainda que o um aumento da atividade simpética e da
atividade simpatica renal em SHR é que séo a principal via na patogénese do estado hiperte nsivo
(GRISK e RETING, 2004). Entretanto, assim como a hipertensdo essencial em humanos, a HAS
em SHR, possui causa desconhecida (RUMMERY e HILL, 2004).
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1.3 Contragdo e Relaxamento do Musculo Liso Vascular

O processo de acoplamento excitagdo—contragdo ocorre por dois mecanismos principais:
eletromecénico e farmacomecénico, ambos, por meio de diferentes vias moleculares aumentam o
nivel intracelular de calcio (REMBOLB, 1996).

O acoplamento eletromecéanico tem inicio com a despolarizacdo da membrana plasmatica
devido a entrada de ions, que alteram o gradiente eletroquimico e promovem a abertura de canais
para calcio dependentes de voltagem. Este evento permite a difusdo de célcio extracelular para o
interior da célula, obedecendo ao gradiente de concentracdo (NELSON et al, 1990). Dois tipos de
canais para calcio foram descritos no musculo liso vascular: tipo L (long lasting) e tipo T
(transient). Havendo uma preponderancia dos canais do tipo L, estes estdo envolvidos no
processo tipo de acoplamento eletromecéanico. Sua ativacdo ocorre devido a despolarizacdo da
membrana celular e a desativagdo por meio da repolarizacdo ou hiperpolarizagéo
(ALBERNETHY e SOLDATQV, 2002).

O acoplamento farmacomecanico independe da despolarizacdo celular, mas envolve a
interacdo de agonistas com seus receptores acoplados a proteina G na membrana plasmatica
(PAIVA e FARIAS, 2005). Apds ativacdo desta proteina ha fosforilacdo de fosfolipases
celulares, estas enzimas hidrolizam o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato associado & membrana,
liberando o inositol 1,4,5 trisfosfato (IP53) e o diacilglicerol (DAG), que atuam em diferentes alvos
(BERRIDGE, 1993). O DAG ativa a proteina quinase C (PKC), responsavel pelo aumento da
condutancia idnica dos canais transmembranais para calcio (do tipo L) e para potassio. A PKC
também modula a sensibilidade do aparato contratil ao calcio. Por outro lado, o IP3 liga-se aos
receptores de membrana do reticulo sarcoplasmatico, causando a liberacdo de calcio para o
citoplasma celular (PAIVA e FARIAS, 2005). O influxo de calcio para o interior da célula
também pode ocorrer através dos canais para calcio operados por receptores (ROCs), esse influxo
é favorecido pelo gradiente de concentracdo do ion, uma vez que o calcio encontra-se em maiores
concentracdes no meio extracelular (NILSSON et al, 1994).

Apos aumento do célcio intracelular ocorre ligacdo de quatros ions a proteina calmodulina
(Ca**-calmodulina), este complexo liga-se & quinase da cadeia leve da miosina (MLCK).
Resultando em alteracdo da conformacdo e deslocando a sequéncia autoinibitéria da MLCK,
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ativando a quinase e causando a fosforilagdo da miosina. Esta fosforilagdo permite o
deslizamento dos filamentos de miosina sobre a actina (REMBOLD, 1996).

Por outro lado, no musculo em repouso os sitios de ligacdo da actina com a miosina estdo
obstruidos pelo complexo tropomiosina-caldesmon, localizado ao longo dos filamentos finos. A
mudanca de conformacdo do caldesmon (induzida pela Ca®calmodulina) libera o complexo
tropomiosina-caldesmon, desbloqueando os sitios de ligacdo da actina e permitindo a formacéo
do complexo actomiosina (HOROWITZ, 1996). Portanto, o desenvolvimento de tensdo do
musculo liso depende da ativacdo da miosina pela fosforilagdo direta e da ativacdo da actina pela
desinibicdo causada pela saida do complexo tropomiosina-caldesmon (HOROWITZ, 1996;
REMBOLD, 1996; PAIVA e FARIAS, 2005).

O relaxamento do musculo liso vascular ocorre através de acbes contrarias aquelas
responsaveis pela contracdo. Estas acGes reduzem a concentracdo intracelular de calcio com
consequente dissociagdo do complexo calmodulina-MLCK. O processo ocorre por meio do
sequestro de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico, extrusdo pelas calcio ATPases da membrana
plasmatica e desfosforilacdo da miosina pela enzima fosfatase da cadeia leve da miosina,
reduzindo o numero de pontes actina-miosina (REMBOLD, 1996). Além disso, a
dessensibilizacdo ao célcio também é um mecanismo indutor do relaxamento, que ocorre quando
0 musculo é tratado com agentes que elevam o nivel de nucleotidios intracelulares, tais como
forskolin, isoproterenol e nitroprussiato de sédio (LINCOLN e COMWELL, 1991).

1.4 Consideragdes Sobre Plantas Medicinais

O uso de espécies vegetais com finalidades terapéuticas € uma pratica antiga que surgiu
da necessidade humana em adaptar e modificar os recursos naturais para seu proprio beneficio
(SCHULZ; HANSEL e TYLER, 2002). Nos dias atuais 0 emprego destas plantas como fonte de
recurso terapéutico ainda persiste (DI STASI, 1996). E mesmo que poucos destes vegetais
tenham eficacia, seguranca e mecanismos de acdo conhecidos, cerca de 80% da populacédo ja
usou alguma planta na busca de alivio de alguma sintomatologia desagradavel (VORA e
MANSOOR, 2005; OLIVEIRA; SIMOES e SASSI, 2006). Vale também ressaltar que em
algumas comunidades, a utilizacdo destas € um dos Unicos recursos na prevencdo e tratamento de
enfermidades (MACIEL; DIAS e MEDEIROS 2004). Foi este habito que norteou o tratamento
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farmacoldgico de doencgas, bem como o surgimento da producdo de medicamentos a partir de
fontes naturais (SCHULZ; HANSEL e TYLER, 2002).

Através de uma perspectiva historica existem relatos do uso de plantas medicinais a mais
de 2000 anos, por isso, ndo seria contra-senso admitir que muitas destas, possuem agOes
especificas e estdo livres de efeitos colaterais perigosos (SCHULZ; HANSEL e TYLER, 2002).
Caso contrario, o conhecimento sobre suas indicagdes e efeitos ndo persistiriam. Entretanto, para
utilizacdo racional de espécies vegetais como medicamentos, € necessario um maior avango
cientifico da pesquisa farmacoldgica. Pois estes avangos proporcionariam também a avaliacdo de
substancias com propriedades curativas atribuidas a planta e sua transformacdo em produtos
medicinais seguros (PACHU, 2007).

Vale ressaltar que 40% dos farmacos empregados atualmente foram desenvolvidos de
fontes naturais, destes 25% sdo de plantas (CALIXTO, 2003). Como exemplo de medicamentos
que surgiram através de estudos com plantas, pode-se citar: a) morfina, um hipnoanalgésico,
preparado dos bulbos de Papaver somniferum; b) os alcaldides vincristina e vimblastina,
provenientes da Catraranthus roseus, utilizados como quimioterapicos (VIEGAS, BOLZANI e
BARREIRO, 2006); c) quinina, extraida da casca da arvore Cinchona, empregada como
antimalérico; d) digoxina, glicosideo cardiotonico proveniente da planta Digitalis lanata e usada
na insuficiéncia cardiaca e e) reserpina proveniente do arbusto Rauwolfia serpentina, utilizada no
tratamento da hipertensdo leve e moderada (BARREIRO, 1990; FARNSWORTH, 1990;
SVENDSEN e SCHEFFER, 1992; SCHULZ;, HANSEL e TYLER, 2002; KOROLKOVAS e
BURKHALTER, 2008).

No Brasil e no mundo o uso de plantas medicinais como tratamento alternativo de
doencas como as que atingem o sistema cardiovascular cresce significantemente. Com base
nestes dados, diversos vegetais tém sido estudados com objetivos de fornecer bases cientificas
para tais aplicacdes e ampliar o arsenal terapéutico de doencas como a hipertensdo (BASTOS et
al, 2009). Como exemplos podemos citar a Curcuma longa L., empregada no tratamento da HAS
pela populagéo e utilizada como corante e flavorizante de alimentos no sul da Asia e Africa. Tem
sua acdo hipotensora, bradicardica e vasorelaxante comprovadas em ratos (ADARAMOYE e
MEDEIROS, 2008). Outro exemplo é o diterpeno pimarane acido ent-pimara-8(14),15-dien-19-
oic isolado das raizes da Vigueira arenaria, empregada pela populacdo javanesa como anti-

hipertensiva, promove relaxamento em anéis de carétida e de aorta isoladas de rato, indicando


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Glicos%C3%ADdeo_cardiot%C3%B4nico&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Digitalis_lanata&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Insufici%C3%AAncia_card%C3%ADaca
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rauwolfia_serpentina&action=edit&redlink=1
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que o &cido pode levar a reducdo da pressdao por diminuir a resisténcia vascular periférica
(HIPOLITO et al, 2009). Além de Sida cordifolia, planta comum no nordeste brasileiro,
conhecida como “Malva Branca” ¢ utilizada pela populagdo no tratamento de diversas doencgas.
Estudos observaram que a fragdo aquosa do extrato hidroalcodlico das folhas da planta em
questdo foi capaz de causar efeito hipotensor associado a bradicardia (MEDEIROS et al, 2006).
Vale ressaltar que os mecanismos pelos quais 0s exemplos citados exercem suas a¢fes ainda sao

investigados.

1.5 A Familia Myrtaceae e Syzygium cumini

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos distribuidas pelo mundo (GRESSLER; PIZO e MORELLATO, 2006). InGmeras
espécies desta familia sdo utilizadas pela populagdo, como, Psidium guajava (Goiaba) tem suas
folhas utilizadas como: antibacteriana, antiinflamatoria, agente estimulante e no tratamento de
hemorragias, diarréias e de infestaces de vermes intestinais (GUPTA, 1995). A pitanga, Eugenia
uniflora, empregada para reducdo de colesterol, acido Urico, hipertensdo, como adstringente
digestivo e para emagrecer (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al. 1987). O 6leo essencial extraido
das folhas dos conhecidos aragazeiros do nordeste, Psiudium guyanensis e Psidium pohlianum
possuem acdes anticonvulsivante, analgésica e antiinflamatoria, comprovadas em animais
(RIBEIRO, 2007).

A espécie estudada, Syzygium cumini (L.) Skeels (S. cumini), (FIGURA 1) conhecida
popularmente como “Brinco de viiva” ou “Jameldo”, pertence a familia das Myrtaceae. E
originaria da India, entretanto, adaptou-se muito bem as condicdes de solo e clima do Brasil,
tornando-se espécie subespontanea na regido Nordeste (AGOSTINI-COSTA e DA SILVA,
2008). A arvore pode chegar até 10 metros de altura e possui flores creme ou brancas, com
pétalas arredondadas. Apresentam fruto com semente Unica e grande, envolta por uma polpa
carnosa (CRAVEIRO; ANDRADE e MATOS, 1983). Inicialmente foi nomeada como Eugenia
jambolana Lam (BHATIA; BAJAJ; GHANGAS, 1971) e possui como sinonimias cientificas os
nomes, Calyptrantes caryophyllaefolia D.C, Calyptrantes jambolana Willo., Eugenia glomerata
Sieb., Eugenia moorei Mull., Eugenia jambos L., Jambolifera penduculata Hoult., Syzygium
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caryofolium D.C., Syzygium jambos Mills., Jambosa vulgaris D.C., Caryophyllus jambos Stokes.,
e Syzygium jambolanum D.C. (POZETTI, 1989; MORTON, 1987).

FIGURA 1 - Foto de Syzygium cumini (L.) Skeels.

(A), flores (B) e (C) frutos.

S. cumini tem suas sementes aplicadas na terapéutica homeopatica sob a forma de tintura.
Enquanto que na alopatia é utilizada em casos de leucorréria e constipacdo (POZETTI, 1989),
ainda como hipoglicemiante e antimicronbiano (MUTHU et al, 2006; KUMAR et al, 2009),
antiinflamatério (MURUGANANDAN et al, 2001), antialérgico (KIM et al, 1998) e para reduzir
a pressao arterial em pacientes hipertensos (AQUINO, 2009; SILVA et al, 2012). Alguns destes
empregos possuem comprovacao cientifica.

Extratos de S.cumini apresentaram potencial antimicrobiano em diferentes espécies do
género Candida (HOFLING et al, 2010), acdo antialérgica (BRITO et al, 2007) e antiinflamatéria
(SLOWING et al, 1994; COSTA; 1999; LIMA et al, 2007).

O efeito hipoglicemiante do cha das folhas de S. cumini foi observado em modelos
clinicos e pré-clinicos em pacientes diabéticos tipo Il. Os resultados ndo foram sugestivos de que
S.cumini possa apresentar efeito hipoglicemiante em paciente com diabetes tipo Il (TEXEIRA,
2000). Entretanto, estudos indicam que no diabetes induzido por aloxana em ratos, a planta
demonstra efeito hipoglicemiante (FLORES et al, 1998).

A fracdo cloroférmica extraida das sementes de jamboldo alterou de maneira geral o

padrdo de comportamento de animais experimentais, além de antagonizar as agdes tdxicas das
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anfentaminas, o0 que indica que o extrato possui agdes depressoras no SNC (CHAKRABORTY;
MAHAPATRA; CHAUDHURI 1986).

Cirqueira e Alves (2005) realizaram experimento em ratos normotensos Wistar
anestesiados, para observar o efeito sob a pressdo arterial e o volume urindrio apds a
administracdo via orogastrica do extrato aquoso das folhas de S. cumini durante 90 minutos. Os
autores constataram que 0 extrato possuia acdo diurética e hipotensora. Com propdsito de
também avaliar o efeito hipotensor Jiménez (1995), avaliou o efeito da administracdo endovenosa
de doses da fracdo acetato de etila do extrato aquoso das folhas em cées, os estudos
demonstraram a¢do hipotensora associada a bradicardia, no entanto sem qualquer efeito direto do
extrato com a resisténcia periférica. Também foi observado que o efeito hipotensor e bradicardico
poderiam estar relacionados a uma ativacao de quimiorreceptores cardiopulmonares e ndo excluiu
também a probabilidade de uma agdo direta no masculo cardiaco (JIMENEZ, 1996).

Outro estudo sobre o efeito de jambol&o sobre o sistema cardiovascular avaliou a resposta
hipotensora do extrato de suas folhas. Neste foi observado que em ratos normotensos o extrato
promoveu reducdo da PA apds duas semanas de tratamento oral e que o efeito poderia ser devido
a reducdo da resisténcia vascular. Pois o extrato promoveu acao vasorelaxante, em aorta e artéria
mesentérica superior, provavelmente através de um antagonismo dos canais de célcio (RIBEIRO,
2007).

Diante da confirmacdo de que diferentes extratos das folhas de S. cumini possuem acdes
cardiovasculares, aliado ao grande potencial de aproveitamento na obtencdo de farmacos que o
género em questdo possui e principalmente ao uso popular de preparagdes envolvendo o fruto da
planta no tratamento da hipertensdo arterial, o presente trabalho foi desenvolvido com fins de
investigar as acOes sobre o sistema cardiovascular do extrato hidroalcodlico dos frutos de S.
cumini (EHFSC).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo extrato hidroalcodlico e fracGes
hexanica e metandlica dos frutos de S. cumini através de uma abordagem in vivo e in

vitro.

2.2 Especificos
- Testes in vivo

e Caracterizar os efeitos de EHFSC e fracGes hexanica e metanolica sobre a PA e FC em

ratos Wistar e SHR ndo-anestesiados;

e Elucidar os possiveis mecanismos de acdo implicados nos efeitos in vivo induzidos por

EHFSC em ratos Wistar através do uso de ferramentas farmacologicas especificas;

e Caracterizar os efeitos subcronicos da administracdo oral do EHFSC sobre a PA e FC em
ratos SHR.

- Testes in vitro
e Avaliar o efeito de EHFSC sobre artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar;

e Elucidar os possiveis mecanismos de acdo implicados nos efeitos in vitro induzidos por

EHFSC em ratos Wistar através do uso de ferramentas farmacoldgicas especificas.
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3 MATERIAL

3.1 Obtencéo do Extrato hidroalcodlico e Fragdes Hexanica e Metanodlica dos Frutos de

Syzygium cumini (L.) Skeels

Os extratos foram obtidos do Laboratério de Pesquisa Quimica e Recursos Naturais da
UFAL (LPgRN). Os frutos de S.cumini foram coletados em maio de 2009 na cidade de Macei6 —
AL. A espécie foi devidamente identificada pela botanica Flavia de Barros Prado Moura. Uma
exsicata do material botanico encontra-se depositada no Herbario Professor Honério Monteiro
(MUFAL), sob n.° de registro MUFAL 4080.

Para obtencdo do extrato hidroalcoolico de S. cumini (EHFSC) foram coletados de 4.600 g
de frutos, posteriormente, separados em polpa (950 g, ap6s secagem) e sementes (1.150 g, apos
secagem). A polpa foi submetida a um processo de extracdo utilizando solugdo hidroalcodlica a
70%, sob forte agitacdo em ciclos de meia hora cada. O extrato foi seco sob presséo reduzida em
evaporador rotatorio e apos tal processo, foram obtidos 38,13 g de extrato hidroalcodlico da
polpa. A partir desse procedimento obteve-se por particdo liquido-liquido as fracdes metandlica

(FMFSC) e hexanica (FHFSC), utilizando-se respectivamente metanol e hexano.

3.2 Animais

Foram utilizados para realizacdo dos experimentos ratos machos Wistar e SHR pesando
entre 250 e 350 g. Estes animais foram provenientes do Biotério Central e mantidos no Biotério
Setorial do Nucleo de Pesquisa Experimental (NUCIEX) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), foram submetidos as condi¢bes controlada de temperatura (21 + 1°C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas (6-18 horas) sem restricio de ragdo e agua. Todos 0s experimentos
desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFAL (CEP),
certiddo numero 009715/08-34.
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3.3 Drogas e Reagentes

Foram utilizadas para a realizagdo dos experimentos: tiopental sodico (Cristélia), sal
sodico de heparina (Roche). Da Sigma: cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), sulfato de atropina,
cloridrato de acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sédio (NPS), N®-nitro-L-arginina-metil éster
(L-NAME), hexametonio, indometacina (INDO). As solucbes estoques de indometacina foram
dissolvidas juntamente com bicarbonato de sédio (NaHCOj;) em &gua destilada. As demais
substancias foram dissolvidas em &gua destilada (experimentos in vitro) ou salina (experimentos

in vivo).

3.4 Solugdes Nutritivas

Para a preparagdo das solucdes nutritivas foram utilizadas as seguintes substancias da
Merck: cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0), sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0), cloreto de magnésio hexa-
hidratado (MgCl,.6H,0), glicose (CgH1,06). Da Vetec: bicarbonato de sédio (NaHCOs3), fosfato
de sodio mono-hidratado (NaH,PO4.H,0), fosfato dissdédico (Na,HPO,), fosfato de potassio
(KH,PO,) (da VETEC). Na solucéo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM
ou a 80 mM a concentracdo de Na* foi isosmoticamente alterada. As tabelas a seguir mostram as

composi¢Oes das mesmas:



29
Herculano, E.A Material

TABELA 1 - Composicéo da solucdo nutritiva Tyrode.

Substancia Concentracéo (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0O 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,4.H,O 0,42
CeH1206 5,6

TABELA 2 - Composicao da solucao despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 80 mM.

Substancia Concentragéo (m\)
NaCl 78,3
KCI 80,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42

CeH1,06 5,6
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TABELA 3 - Composicéao da solucdo de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM.

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 138,3
KCI 20,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,0O 0,42

CeH1206 5,6
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4 METODO

4.1 Ensaios Farmacoldgicos

Foram utilizadas dois tipos de abordagens: uma com ensaios farmacologicos in vivo,
utilizando animais Wistar e SHR integros, e outra com ensaios farmacologicos in vitro, utilizando

artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar.

4.2 Ensaios Farmacoldgicos e Protocolos Experimentais in vivo

4.2.1 Medida direta da pressao arterial e frequéncia cardiaca em ratos ndo anestesiados

Brevemente, antes da realizagdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com
tiopental sédico (45 mg/kg, i.p.). E cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10
(diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) soldado a um segmento de PE-
50 (diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente) preenchidos com solugéo
salina heparinizada (1 : 10 v/v) foram implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via
artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. ApGs a insercdo e fixacao, os cateteres foram
tunelizados subcutaneamente e exteriorizados, através de uma incisdo na regiao cervical posterior
do animal. Para os experimentos em que a a¢ao anti-hipertensiva do extrato foi avaliada, apenas a
artéria femoral esquerda foi canulada. Ap6s o procedimento cirargico os animais foram mantidos
em gaiolas individuais.

Para o registro das pressdes arteriais e FC, apds um periodo de recuperacdo de 24 horas, 0
peso dos animais foi verificado e o cateter adrtico foi conectado a um transdutor de pressao
(BLPR, AECAD, SP, Brasil) pré-calibrado, que estava acoplado a um amplificador (Modelo 04P,
AECAD, SP, Brasil) e conectado a um micro-computador equipado com uma placa conversora
analogico-digital e o software AQCAD (AVS Projetos, SP, Brasil). A frequéncia escolhida para
amostragem dos dados foi 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculava a pressédo
arterial sistolica, diastélica, média e o intervalo de pulso (referido como freqiiéncia cardiaca). O
cateter venoso foi utilizado para administracdo das drogas. Apds 0s experimentos 0s animais

foram sacrificados com tiopental sédico (i.v.).
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4.2.2 Avaliacdo do efeito do EHFSC e fragGes hexanica e metandlica sobre PAM e FC em

ratos normotensos e espontaneamente hipertensos ndo anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle os animais foram mantidos em
aclimatacdo por um periodo de no minimo 30 minutos, assim os parametros cardiovasculares
foram estabilizados. Em seguida administrou-se NPS (10 mg/kg, i.v.) afim de verificar a eficacia
da implantacdo do cateter venoso. Apds o retorno dos parametros hemodindmicos, diferentes
doses dos extratos (EHFSC, FM ou FH) foram administradas (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg) de
forma randémica, com intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares
retornassem aos valores basais (FIGURA 2).. Os valores de PAM e FC foram computados antes
(valores da linha de base) e imediatamente apds a administracdo das substancias, e suas variagoes
foram expressas em porcentagem, para cada dose, calculadas por meio das formulas (equacdo 1 e

2). Cada tipo de extrato foi administrado como protocolo distinto.

FIGURA 2 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo dos efeitos cardiovasculares do
EHFSC sobre PAM e FC em ratos Wistar ndo anestesiados.

Extrato mg/kg

NPS
(10 pg/kg, i.v.)

e ERERR

30 min

0,5 10 30 5 20 1

1) Resposta (%) = (PAM depois — PAM antes) x 100
PAM antes

ou

2) Resposta FC (%) = (FC depois — FC antes) x 100
FC antes
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4.2.3 Avaliagdo da influéncia dos fatores relaxantes derivados do endotélio, sobre a resposta
hipotensora e bradicardica induzida pela administracdo de doses crescentes do EHFSC em

ratos ndo anestesiados

ApOs um registro controle como descrito no item 4.2.2, os animais foram pré-tratados
com um inibidor competitivo da NO-sintase (NOSe) (L-NAME 20 mg/kg, i.v.) (REES et al.,
1990) ou com um inibidor da ciclo-oxigenase (COX) (INDO 3 mg/kg, i.v.) (CLARK; FUCHS,
1997) e apos cerca de 30 minutos apds, diferentes doses de EHFSC (0,5; 1; 5; 10; 20; e 30 mg/kg,
i.v.) foram administradas (FIGURA 3). Mudancas na PAM e na FC induzidas por EHFSC foram

comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com os respectivos bloqueadores.

FIGURA 3 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da influéncia dos fatores
relaxantes derivados do endotélio.

L-NAME EHFSC mg/kg

NPS ou
(10 pg/kg, i.v.) 'ndometacina

e 8 Lo UL LA

30 min
0,5 1 5 10 20 30

Avaliacdo sobre a resposta hipotensora e bradicardica de EHFSC em ratos ndo anestesiados, apos bloqueio com L-
NAME (20 mg/kg, i.v.) ou indometacina (3 mg/kg, i.v.),

4.2.4 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos e ganglionares na resposta

hipotensora e bradicardica induzida pelo EHFSC em ratos anestesiados

Apds um registro controle, os animais foram tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), um
antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984) ou com um
bloqueador ganglionar hexametonio (30 mg/kg, i.v.) (TAKAHASHI; OWYANG, 1997). Apos
15 minutos, um novo registro foi obtido com EHFSC (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, iv.) (FIGURA
4).
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FIGURA 4 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da participacdo dos receptores
muscarinicos e ganglionares.

Atropina EHFSC mg/kg

NPS ou |
(10ug/kg, i.v.) Hexametonio

e 8 L PR LY

30 min

0,5 1 5 10 20 30

Awvaliacao do efeito do EHFSC sobre PAM e FC em ratos ndo anestesiados ap6s bloqueio com atropina (2 mg/kg,
i.v.) e com hexamet6nio (30 mg/kg, i.v.).

4.2.5 Avaliagéo da atividade anti-hipertensiva

Para avaliar a atividade anti-hipertensiva os animais foram divididos em cinco grupos: a)
Grupo salina — animais SHR tratados apenas salina, b) Grupo tratado 1 — SHR tratados com dose
Unica do EHFSC de 100 mg/kg, v.o., ¢) Grupo tratado 2 — SHR tratados com dose Unica de 200
mg/kg, v.0. do EHFSC, d) Grupo tratado 3 — SHR tratados com dose unica de 500 mg/kg, v.o. do
EFHSC e e) Grupo normotenso — ratos um Unico grupo de ratos normotensos que receberam dose
Unica de 200 mg/kg, v.0. do EHFSC. Para isto, valores da PA e FC foram registrados antes
(valores de base) e durante 6 horas apos o tratamento. E a porcentagem de reducédo de PA e FC
foram calculadas. Os valores de base foram considerados como 100% da atividade. (FIGURA 5)
Os efeitos da administracédo do EHFSC foram comparados com aqueles obtidos do Grupo salina..

FIGURA 5 - Representacdo esquemaética do protocolo experimental para avaliagdo da atividade anti-hipertensiva.

Tempo (horas)
EHFSC ou Salina

1111

30 min

1 2 4 6

Avaliacdo ap6s administracéo de salina ou do EHFSC (100; 200 ou 500 mg/kg, v.0.) sobre PAM e FC em ratos ndo
anestesiados.
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4.3 Ensaios Farmacoldgicos e Protocolos in vitro
4.3.1 Preparagfes com artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Ratos Wistar foram sacrificados por sec¢do dos vasos cervicais, em seguida, através de
uma incisdo no abdémen do animal, foi retirada a artéria mesentérica superior. Anéis do primeiro
segmento da artéria (1 - 2 mm) foram obtidos livres de tecido conectivo e adiposo, mantidos em
cubas contendo 5 mL de solucéo nutritiva Tyrode (pH = 7,4) a 37° C e aeradas com uma mistura
carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO,). Os anéis foram suspensos por linhas de algodao, as
quais estavam fixas a um transdutor de forca (AECAD 1604, AVS Projetos, Brasil) acoplado a
um sistema de aquisicdo de dados (DATAQ, AVS Projetos, SP, Brasil) para o registro das
contracBes isométricas. Cada anel foi submetido a uma tenséo constante de 0,5 g por um periodo
de no minimo 60 min. Durante este tempo, as solugcfes nutritivas foram trocadas a cada 15 min.
para prevenir a interferéncia de metabolitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

A presenca ou auséncia do endotélio funcional foi verificada pela habilidade, medida em
porcentagem (%), da ACh (10* M) em relaxar os anéis pré-contraidos com 10* M de FEN.
Foram considerados com endotélio funcional, os anéis que apresentaram relaxamentos superiores
a 70% sobre a pré-contracdo induzida com FEN. Ja os anéis com relaxamentos inferiores a 10%
foram considerados sem endotélio funcional (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Os anéis com
relaxamentos entre 10 e 70% foram descartados. Quando necessario os anéis sem endotélio

funcional foram obtidos atraves do atrito mecanico entre a haste e as paredes internas do vaso.

4.3.2 Efeito de EHFSC sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar,
pré-contraidos com FEN na presenca ou auséncia de endotélio

Apb6s um periodo de estabilizagdo (Estab.) de 1 hora foram induzidas duas contracGes
similares com FEN (10 M) e ap6s obtencdo da estabilizacdo da terceira contracdo ténica (40
minutos), o EHFSC (1; 10; 50; 100; 500 e 1000 pg/mL) foi adicionado ao meio de maneira
cumulativa (FIGURA 6). Para os experimentos realizados sob pré-contragdo com FEN, o
relaxamento foi expresso como a porcentagem reversa da contragdo produzida pela FEN na

presenca ou na auséncia do endotélio vascular. Os valores de CE50 foram obtidos como descrito
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no item 4.4. Os valores de pD2 (- log CESO) foram obtidos dos valores de CE50 de cada

experimento.

FIGURA 6 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo do efeito relaxante induzido por
EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar.

A) ACh104 M EHESC

(E+) & J

Estab.
60 min 4 0\
FEN 10* M FEN 10 M
B) ACh104 M EHESC
() ¥ J
Estab.
60 min 4 1

FEN 104 M FEN 104 M

Adicio de EHFSC (1 — 1000 pg/mL) ap6s contragdo com FEN (10™ M) na presenca (A) e auséncia (B) do endotélio
funcional (Estab = estabilizagio; L=lavagem, E*= endotélio intacto e E'= endotélio desnudo).

4.3.3 Efeito de L-NAME sobre a resposta relaxante induzida pelo EHFSC em anéis de

artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Apds a verificagdo da integridade do endotélio vascular, através da metodologia
anteriormente descrita no item 4.3.1, as preparacdes de anéis de artéria mesentérica foram

incubadas com L-NAME (100 pM/L). Apds 30 minutos uma nova contracdo tonica com FEN
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(10* M) foi obtida e concentracdes do EHFSC (1 — 1000 pg/mL) foram adicionadas ao meio de
maneira cumulativa (FIGURA 7). As curvas concentracdo-resposta para estas condicdes
experimentais foram comparadas com aquelas obtidas na auséncia do blogueador. Os valores de

CE50 foram obtidos como descrito no item 4.4. Os valores de pD2 (- log CESO) foram obtidos dos

valores de CE50 de cada experimento.

FIGURA 7 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da participacao da sintese de NO
no efeito relaxante do EHFSC.

ACh104 M EHFSC

(E+) | y

L
Estab. K¢
60 min ‘f T 30 min

FEN 104 M L-NAME (100 uM/L) FEN104M

Anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-incubados com L-NAME (100 M) antes da contracdo
induzidas por FEN e adi¢do do EHFSC (1 — 1000 pg/mL), na presenca do endotélio funcional (Estab = estabilizag&o;
L=lavagem e E'= endotélio intacto).

4.3.4 Efeito do EHFSC sobre as contracdes induzidas por KCI 80 mM em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Apos a verificacdo da auséncia ou presenca do endotélio funcional, o meio nutritivo de
cada preparacéo foi trocado por uma solugdo com elevada concentracdo de K* (KCI 80 mM). O
processo foi repetido com o objetivo de se obter duas concentra¢cdes com magnitude similar para
0 KCI 80 mM. No componente ténico e sustentado da segunda contracdo, em média 40 minutos
para a estabilizacdo foram adicionadas a cuba concentracdes crescentes do EHFSC (1 — 1000
pg/mL) de maneira cumulativa (FIGURA 8). O relaxamento foi expresso como porcentagem

reversa da contracdo produzida por KCI 80 mM na presenga ou auséncia do endotélio vascular.
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Os valores de CE50 foram obtidos como descrito no item 4.4. Os valores de pD2 (- log CESO)

foram obtidos dos valores de CEsode cada experimento.

FIGURA 8 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito relaxante do EHFSC

sobre as contragdes induzidas por KCI 80 mM.

A) ACh104% M EHFSC

(E+) l

?
L
Estab. \¢
60 min 4 1
FEN10“ M KCI 80 mM
B) ACh104 M EHESC
(E) | )
?

X
60 min 4 1

FEN10“ M KCI 80 mM

EHFSC (1 - 1000 pg/mL) foi adicionado a preparagfes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato apds
contracdo com KCI 80 mM, na presenca (A) e auséncia (B) do endotélio funcional (Estab = estabilizagdo;
L=lavagem, E'= endotélio intacto e E'= endotélio desnudo).
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4.3.5 Verificagdo da participacdo dos canais para K' na resposta relaxante induzida por
EHFSC emanéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Apos a verificacdo da presenca do endotélio funcional, a solugdo de Tyrode presente nas
cubas foi substituida pela solugcdo de Tyrode com 20 mM de KCI e as preparag¢fes permaneciam
nesta solucdo até o final do experimentoAp6s 30 minutos era induzida uma nova contragdo tonica
com FEN (10* M) e, em seguida, uma curva concentracdo-resposta cumulativa para EHFSC era
obtida. O relaxamento obtido na presenca de KCI 20 mM foi comparado com o relaxamento
obtido na auséncia do mesmo. O relaxamento foi expresso como a porcentagem reversa da

contracao inicial produzida pela FEN. Os valores de CE50 foram obtidos como descrito no item

4.4. Os valores de pD2 (- log CESO) foram obtidos dos valores de CE50 de cada experimento.

FIGURA 9 - Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacdo da participacao dos canais para
K", no o efeito vasorelaxante do EHFSC.

ACh104 M EEFSC
(E+) ¥ J
[

Estab. K wlLr 20 min
60 min 4 4 4

-4
FEN10"M KClI20 mM FEN 104 M

Protocolo realizados com anéis de artéria mesentérica isolados de rato com endotélio funcional intacto, na presenca
de KCI 20 mM. O EHFSC (1 — 1000 pg/mL) foi adicionado ap6s contragdo com FEN 10™ M (Estab = estabilizacao;
L=lavagem e E'= endotélio intacto).
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4.4 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média * erro padrdo da média
(e.p.m). Foram realizados testes “t” de Student ndo-pareados, para analise de diferenca entre
todas as médias e ANOVA “one way” seguida do pos-teste de Bonferroni.

Para estudar vasorrelaxante induzido por EHFSC dois pardmetros farmacoldgicos foram
analisados: 0 Es que corresponde a média percentual de relaxamento do EHFSC para cada
condicdo estudada e CEsy concentracdo capaz de induzir 50% de uma resposta maxima que foi
representada por seu logaritmo pD, (-Log CEsg) esta foi obtida através de regressdo ndo-linear.
Atraveés destes parametros farmacoldgicos a eficicia e poténcia do efeito vasorrelaxante do
EHFSC, respectivamente, foram avaliados. As diferencas entre as médias foram consideradas

significantes quando valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p<0,05). Toda a analise estatistica

e plotagem das curvas foram realizadas utilizando o programa Graph-Pad Prism 5.0°.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do EHFSC e fragdes hexanica e metanolica sobre PAM e FC em ratos Wistar e

SHR néo anestesiados

Em ratos Wistar EHFSC (0,5; 1; 5; 10; 20; e 30 mg/kg, i.v.) promoveu hipotensdo ( -15,1
+ 1,4%; -13,8 £ 1,1%; -14,9 £ 1,5%; -13 £ 0,9%; -11,2 £ 1,5 e -13 + 1,7%, respectivamente),
associada a bradicardia (-5,7 = 1%; -5,3 + 1,3%; -5,6 = 0,5%; -14 + 1,5%; -8,3 + 1% e -9,6 £
1,7%, respectivamente) de maneira ndo dependente de dose .

Entretanto, FM (-8,6 + 0,2%; -10,4 + 1,8%; -4,1 +; 0,5%; -3,8 + 0,6%; -7,7 + 2,3% € -6,6
+ 1,1%, respectivamente) bem como FH (-4,8 £ 0,6%; -5,3 £ 0,9%; -5,7 + 1%); -7,3 + 2,4%; -3,8
+ 2,7% e -5.6 + 1.3%, respectivamente) induziram uma pequena hipotensdo. Além disso, FM nao
induziu efeito bradicérdico (2,3 = 2,7%; -0,1 + 0,6%; 0,1 + 0,9%; 2,8 + -0,5%; 0,8 + 1,2% e -1,5
+ 1,1%, respectivamente), diferente de FH que também induziu bradicardia (-4,2 + 3,4%; -3,6 +
3,2%; 0,1 + 2,1%; -0,8 + -0,4%; -9,3 + 2,4% e -4,4 + 2,9%, respectivamente) (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1- Efeito do EHFSC e fracdes hexanica e metandlica dos frutos de S.cumini sobre a PAM e FC em ratos
Wistar
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Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzidos pela administragdo aguda de doses crescentes de EHFSC; FH e
FM (0,5;1;5;10;20e 30 mg/kg, i.v.) em animais ndo-anestesiados (n = 5). Valores estdo expressos como média =
e.p.m.*p<0,05;**p<0,01le***p<0,001 versus EHFSC.
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O EHFSC também induziu hipotenséo (-7,4 + 0,5%; -11 + 2%; -8 + 1%;-5,9 + 0,7%; -9 +
0,7% e -9,9 £1,6%, respectivamente) e bradicardia (-0,8 = 0,8%; -3,5 = 2%; -3,3 £ 0,5%; -0,4 £
0,3%; -4,0 £ 0,3% e -6,9 + 1,5%, respectivamente) em SHR. Entretanto, estes efeitos foram mais

reduzidos nesta cepa de animais (GRAFICO 2).

GRAFICO 2 — Efeito do EHFSC sobre a PAM e FC em ratos Wistar e SHR.
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Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzidos pela administracdo aguda de doses crescentes do EHFSC (0,5; 1;
5;10; 20 e 30 mg/kg, i.v.) em animais ndo-anestesiados (h = 5). Valores estdo expressos como média+ e.p.m. * p <
0,05;**p<0,01e*** p<0,001 versus Wistar.
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5.2 Avaliacdo da participacdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio sobre a resposta
hipotensora e bradicardica do EHFSC em ratos Wistar ndo anestesiados

Apb6s a administracdo do bloqueador L-NAME (20 mg/kg, i.v.), apenas o efeito
bradicardico foi atenuado significativamente (2,3 £ 0,5%; 1,3 £ 0,9%; 2,4 + 1,3%; 2,5 = 1,2%);
0,1+1,1% e 5+ 0,6%, respectivamente) (GRAFICO 3).

GRAFICO 3 — Efeito do L-NAME sobre as respostas hipotensora e bradicérdica do EHFSC.
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Valores estdo expressos como média £ e.p.m. *** p < 0,001 versus controle.
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O GRAFICO 4 representa 0 efeito da administracio das doses do EHFSC, apos
administracdo de INDO (3 mg/kg, i.v.). Observa-se atenuagdo significante das respostas
hipotensora (-4,8 + 0,9%; -3,8 £ 0,4%; -8,6 + 0,9%; -6,1 = 0,9%; -3,8 £ 0,5% e -4,6 £ 1,1%,
respectivamente) e bradicardica (1,6 + 1,2%; 2,1+ 0,4;% -0,9 + 0,5%; -2,0+ 1,6% e -1,7 £ 0,8%,
respectivamente).

GRAFICO 4 — Efeito da indometacina sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHFSC.
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controle.
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5.3 Efeito do bloqueio dos receptores muscarinicos e ganglionares na hipotensédo e
bradicardia induzida por EHFSC em ratos Wistar ndo anestesiados

Na presenca de atropina (2 mg/kg, i.v.) ndo houve alteragdes na resposta hipotensora,

enquanto que a bradicardia foi atenuada a partir da dose de 5 mg/kg (-2,4 + 1%; -4,1 + 0,9%; -5,2
+ 1% e -5,2 + 0,4%, respectivamente) (GRAFICO 5).

GRAFICO 5 — Efeito da atropina sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHFSC.
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47
Herculano, E.A Resultados

Apo6s administracdo hexametonio (30 mg/kg, i.v.), nas doses de 0,5; 5 e 10 mg/kg houve
reducdo significante do efeito hipotensor (-6,8 + 0,7; -5,8 £ 1 % e -7.9 + 1.9%, respectivamente)
e reducéo da bradicardia em todas as doses (-0,1 £ 0,5%; -1,5+0,9%;-2,3+0,7%; 15+ 1,5% e
3,7 + 0,8%, respectivamente) (GRAFICO 6).

CRAFICO 6 — Efeito do hexamet6nio sobre as respostas hipotensora e bradicérdica do EHFSC.
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5.4 Avaliacéo da atividade anti-hipertensiva do EHFSC

Nesta série de experimentos observamos que o EHFSC apresentou efeito anti-
hipertensivo dependente de dose.

No Grupo Tratado 1, quando comparados ao Grupo Salina, a PAM (98 = 1%; 99 * 2,1%;
97,9 + 0,3% e 102,6 £ 2%, respectivamente) e FC (97 = 0,1%; 97 + 1,4%; 102,1 £ 0,8% e 100,5
+ 1,3%, respectivamente) ndo foram alteradas. Enquanto que no Grupo Tratado 2, apds 4h de
administracdo do EHFSC observamos reducdo na PAM (90,3 + 2,3%; 87,4 + 3%, 82 + 1% e 83,3
+ 3%, respectivamente), sem alterar a FC (96,9 = 1%; 85,8 + 3,8%; 96,8 + 3,8% e 95,4 + 5,8%,
respectivamente).

No entanto, ap6s administragdo do EHFSC o Grupo Tratado 3 foi observado efeito
hipertensivo (108 £ 2,6%; 105,8 + 4,1%; 107,6 + 1,3 e 110,2 + 1,1%, respectivamente) seguido
de taquicardia na primeira, segunda e sexta hora (105 + 1,8%; 100 + 1,2%; 109,5 + 5,2% e 114,6
+ 3%, respectivamente). O EHFSC ndo apresentou efeito na PAM no Grupo Normotenso. Apds o

tempo do experimento os valores de PAM e FC retornaram aos valores de base (FIGURA 7).
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GRAFICO 7 — Efeito anti-hipertensivo do EHFSC.
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5.5 Efeito do EHFSC sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

pré-contraidos com fenilefrina na presenca e auséncia de endotelio funcional

O EHFSC (1; 10; 50; 100; 500 e 1000 pg/mL) antagonizou de maneira dependente de
concentracdo as contracdes induzidas por FEN (10 M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato com endotélio funcional (E.sx = 54,61 £ 4,48 % e pD,= 2,74 + 0,1 pg/mL). O
mesmo efeito relaxante ndo foi observado nas preparacGes em que o endotélio foi removido
mecanicamente (Ensx = 6,41 + 0,66 %) (GRAFICO 8 e TABELA 4). Apbs 0 experimento
controle as preparacdes foram lavadas por 40 minutos e uma nova contracdo com FEN (10™ M)
foi induzida para verificacdo da reversdo do relaxamento induzido por EHFSC. Em todas as

preparacdes houve reversdo da resposta (Dados ndo mostrados).

GRAFICO 8 — Efeito do extrato em anéis de artéria mesentérica superior pré-contraido com FEN.
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Wistar, com endotélio intacto (@ e sem endotélio ( $ pré-contraidos com 10 M de FEN (n = 5).
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5.6 Avaliacéo da participacdo da via do NO na resposta relaxante induzida pelo EHFSC em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Em anéis com endotélio funcional intacto pré-incubados com L-NAME (100 uM) a
resposta relaxante apés adicdo cumulativa do EHFSC (1 — 1000 pg/mL) Eqsx = 64,85 £ 7,17 %, e
pD, = 2,92 + 0,12 pg/mL ndo diferiu daquelas obtidas na auséncia do bloqueador (GRAFICO 9 e
TABELA 4).

GRAFICO 9 - Efeito do EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior na presenca de L-NAME.

04 e
-
<
S 251 e L-NAME
8 e Controle
o
c 50
5
@ 754
(e
100-
0 1 2 3

Log [EHFSC]

Efeito do EHFSC (1 —1000,0 pg/mL) em anéis de artériamesentéricasuperior isolado de rato Wistar, com endotélio
intacto pré-contraidos com FEN (10™ M), na auséncia control®( ) e na presenca de 100 pM de L-NAME @) (n=
5). Os valores estdo expressos como média + e.p.m.

5.7 Efeito do EHFSC sobre as contragdes induzidas por KCI 80 mM em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de ratos Wistar

A adicdo cumulativa do EHFSC (1 — 1000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato sem endotélio vascular, pré-contraidos com o agente despolarizante KCI
80 mM, ndo promoveu resposta relaxante significativa. Entretanto, nas preparagfes com

endotélio funcional intacto, EHFSC promoveu um potente efeito vasorrelaxante dependente de
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concentragdo com pD, = 2,16 £ 0,06 pgmL e Eu = 136,04 £ 0,24 %, respectivamente
(GRAFICO 10 e TABELA 4). Quando comparados os efeitos vasorrelaxantes de anéis pré-
contraidos com FEN (10* M) e KCI (80 mM), observou-se um efeito mais potente e mais eficaz

em anéis contraido com a solugéo despolarizante (GRAFICO 11) (TABELA 4).

GRAFICO 10 — Efeito do EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior pré-contraido com KCI 80 mM.
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GRAFICO 11 — Efeito do EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior pré-contraido com FEN e KCI 80 Mm.
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5.8 Avaliacdo da participacdo dos canais para K" no efeito vasorelaxante induzido por

EHFSC emanéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar

Nesta condicéo, a curva apresentou reducdo do E.s= 22,86 + 5,67 %, e pD,=1,73 £ 0,1

ng/mL, deslocando a curva controle para esquerda nas primeiras concentragdes (GRAFICO 12, e
TABELA 4).
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GRAFICO 12 - Efeito do EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior na presenca de KCI 20 mM.
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intacto pré-contraidos com 100 uM de FEN, antes (Controle)e( ) e apds a incubagdo da preparagdo com solucao
despolarizante de Tyrode com KCl a20 mM ( )&n =5). Os valores estdo expressos como média + e.p.m.

TABELA 4 - Comparagdo dos valores de E,., € PD, de EHFSC em anéis de artéria mesentérica superior isolada de

rato. Os resultados sdo expressos como média + e.p.m. (n=5)

Condigdes Emnax pD,
Experimentais (%) relaxamento

Controle (com endotélio) 54,61 + 4,48 2,74+ 0,1
Sem endotélio 6,41 + 0,66*** -
Pré-contraidos KCI 80 mM (E") 136,04 & 0, 24%** 2,16 + 0,06 **
Pré-contraidos KCI 80 mM (E") 115+ 0 21%# ;

Apb6s L-NAME 64,85 + 7,17 2,92+0,12
Apos KCI 20 mM 22,86 + 5,67*** 1,73 £0,1%**

Os valores est&o expressos com média + e.p.m. de 5 experimentos. ** p < 0,01 e *** p< 0,001 vs controle; ** p <

0,001 vs Pré-contraido KCI 80 mM E+. E+ = com endotélio e E- = sem endotélio
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as agOes cardiovasculares induzidas pelo
extrato hidroalcodlico dos frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels (EHFSC), além de investigar as
possiveis vias envolvidas nos efeitos observados. Para isso, foram utilizados dois tipos de
abordagens metodologicas, invivo, para avaliacdo da pressédo arterial média e frequéncia cardiaca
em ratos normotensos e espontaneamente hipertensos ndo anestesiados e in vitro, para avaliar a
acdo relaxante do extrato em artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos.

O estudo demonstrou que a administracdo aguda de doses crescentes de EHFSC promove
hipotensdo associada a bradicardia em ratos normotensos e hipertensos. Este efeito hipotensor
provavelmente ocorre em consequéncia de uma diminuicdo da resisténcia vascular periférica, em
funcéo da liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio. Enquanto a bradicardia é devido
possivelmente a uma ativacdo indireta de receptores muscarinicos cardiacos. Também foi
observado que EHFSC promove efeito anti-hipertensivo em animais SHR.

Para evitar alteracfes no funcionamento dos principais sistemas de regulacdo da presséo,
tais como o sistema renina-angiotensina, 0 sistema nervoso simpatico e o barorreflexo
(FLUCKIGER et al, 1985; DORWARD et al, 1985). Realizamos o0s protocolos de medida direta
da pressdo arterial em animais ndo anestesiados, pois a anestesia altera as respostas autondmicas
através da inibicdo de algumas sinapses do sistema nervoso central (KORNER et al, 1968;
WHITE e MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al, 1982), além de outros efeitos sobre os sistemas
de controle da presséo arterial (SMITH e HUTCHINS, 1980; FLUCKIGER et al, 1985).

A fim de avaliar se o extrato hidroalcodlico e fragdes hexanica e metandlica dos frutos de
S.cumini promoviam efeitos sobre PAM e FC de ratos Wistar, doses randémicas do EHFSC, FM
e FH foram administradas por via endovenosa nestes animais. Observamos que o0 extrato
hidroalcoodlico apresentou efeito hipotensor seguido de bradicardia de modo mais significante que
as fracOes. Provavelmente devido ao fato de que solventes polares, como mistura hidroalcodlica,
sdo capazes de extrair compostos de estruturas quimicas mais polares que solventes como
metanol e hexadno (LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005). O EHFSC poderia extrair em
maiores concentragdes metabolitos como as antocianinas, encontradas em altas concentracdes nos
frutos de S. cumini (BRITO et al, 2007; NAZIF, 2007; LI et al, 2009). Pois as antocianinas séo
mais soluveis em solventes polares (LOPES et al, 2007; MARCO, POPPI, SCARMINIO, 2008;



56
Herculano, E.A Discussao

XAVIER et al, 2008), e sdo responsaveis por diversos efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular (SALUK-JUSZCAK, 2010). Como a reducdo dos biomarcadores de doencas
cardiovasculares NO, inflamagdo e disfungdo endotelial (WALLACE, 2011). Além de atuarem
como protetores do sistema, contribuindo para manutencdo da integridade dos vasos e fluxo
sanguineo (SALUK-JUSZCAK, 2010).

Todos os vasos sanguineos, com excecdo dos capilares, sdo constituidos por trés camadas
de células. A camada adventicia (tecido conjuntivo externo), média (tecido muscular liso) e a
intima (endotélio) (MELLO et al, 2007). As células endoteliais atuam de maneira mais complexa
e ndo apenas como uma barreira passiva entre o plasma e o liquido extracelular. Por meio da
liberacdo de mediadores quimicos desempenham um papel importante no controle da homeostase
vascular, atraves da sintese e secrecdo de diversos fatores vasoconstrictores e vasodilatadores
(FURIAN, 2009). Estes mediadores sdo liberados quando ha estimulacdo do endotélio por
receptores acoplados a proteina G e geram um aumento da concentracdo de Ca®" intracelular
(VIARO; NOBRE e EVORA, 2000). Entre os fatores vasodilatadores sintetizados e liberados
pelas células endoteliais, encontram-se o oxido nitrico (NO), os produtos derivados da COX e
FHDE (STANKEVICIUS et al, 2003). Diante do exposto, resolvemos avaliar a participacao dos
fatores relaxantes derivados do endotélio nos efeitos induzidos pelo EHFSC. Para isto efetuamos
0 bloqueio agudo da enzima responsavel pela sintese de NO, a NOSe e de prostandides, a COX,
através da administragdo de L-NAME (20 mg/kg, i.v.) e INDO (3 mg/kg, i.v.), respectivamente.

Constatamos que na presenca de L-NAME, a hipotensédo ndo foi alterada, entretanto,
houve reversdo da bradicardia. Estes resultados mostram que os efeitos cardiovasculares
observados sdo independentes, uma vez que uma forte alteracdo na bradicardia ndo alterou o
efeito hipotensor (CORTES et al, 2001). Como o L-NAME é um bloqueador inespecifico e
promove blogueio dos receptores muscarinicos (BUXTON et al, 1993) talvez o bloqueio da
bradicardia ocorra devido ao EHFSC atuar sobre este receptores muscarinicos cardiacos M.

Como mencionado anteriormente, nos vasos 0s prostandides sdo formados em células
endoteliais a partir de um aumento na [Ca®"]. Este aumento ativa uma seqiiéncia de reagdes
enzimaticas iniciada pela COX do tipo 1 (COX-1) que sintetiza os prostandides (SMITH, 1992),
estes difundem-se as células musculares promovendo vasorrelaxamento. O mecanismo de agédo
das prostaciclinas (PGl,), prostandides, envolve a ativacdo de receptor de prostaciclinas (IP)

acoplado a proteina Gs (COLEMAM et al, 1994), ativacdo da ciclase da adenilil e aumento dos
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niveis intracelulares de AMPc, promovendo ativacdo da PKA. Esta enzima, por sua vez, promove
aceleracdo da SERCA (recaptagdo de Ca?* para os estoques intracelulares); abertura dos canais de
K*; fechamento dos canais de Ca*" sensiveis a voltagem e fosforilagdo da cinase da cadeia leve
da miosina (MLCK), inativando-a. Todos estes eventos levam a uma reducdo da [Ca®]; e
consequentemente vasorrelaxamento (SIEGEL et al, 1989; FROLICH, 1990). Apds o pré-
tratamento com INDO observamos que houve reducdo da hipotenséo e bradicardia induzidas por
EHFSC, estes resultados sugerem uma participacdo dos prostandides nos efeitos cardiovasculares
causado pelo extrato. O que nos leva mais uma vez a sugerir o provavel envolvimento das
antocianinas nos efeitos do EHFSC, uma vez que as mesmas promovem aumento da sintese de
PGI, no endotélio (SALUK-JUSZCAK, 2010) e que este efeito deve-se a uma atuacdo vascular,
visto que a PGI, participa ativamente no controle local do ténus vascular por ser um potente
vasodilatador (COLEMAM et al, 1994).

A regulacdo autondmica priméria da funcdo do nodo sinoatrial ocorre pela a¢do vagal
cardiaca através da estimulagdo de receptores muscarinicos cardiacos (PETERSON et al, 1984).
Em mamiferos sdo expressos 0s seguintes subtipos destes receptores: M;, M, M; e M,
Entretanto, apenas os subtipos M, e M; estdo associados ha ac¢bes cardiovasculares (STENGEL et
al, 2000). Os receptores M, exercem efeitos inibitorios no coragdo por meio de aumento da
condutancia ao K* e inibicdo dos canais para célcio, consequentemente induz bradicardia intensa
seguida de hipotensdo decorrente da queda do débito cardiaco (BARBOSA et al, 2004). Enquanto
que 0s receptores Ms exercem suas acdes através de um efeito indireto na musculatura lisa
vascular. A ativacdo destes receptores ocorre nas células endoteliais adjacentes e resulta em
ativacdo da enzima fosfolipase C que por elevar a [Ca®']; ativa a enzima NOSe havendo sintese
de NO que se difunde as células vasculares promovendo relaxamento (VIARO; NOBRE;
EVORA, 2000).

Como mencionado anteriormente, os efeitos na PAM e FC induzidos pelo EHFSC
ocorreram de maneira independente. Para confirmar os resultados obtidos apds blogqueio com L-
NAME que o EHFSC estaria promovendo bradicardia por atuar em receptores M, e excluir a
participacdo de Ms; na hipotensdo. Realizamos experimentos na presenca de atropina, um
antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Nessas condices,
apenas a bradicardia foi antagonizada, o que propde mais uma vez a exclusdo da participacao

muscarinica no efeito hipotensor e demonstra novamente independéncia entre os efeitos



58
Herculano, E.A Discussao

cardiovasculares de S. cumini. Sugerindo, como anteriormente, que a a¢do cardiaca do extrato
ocorrer atraves de uma ativacao parassimpatica.

Neste contexto, o efeito bradicardico poderia ocorrer de maneira direta, através da
ativacdo dos receptores muscarinicos M, cardiacos ou de forma indireta a partir da ativagdo
neuronal colinérgica com liberacdo de acetilcolina no nodo sinoatrial e consequente ativacao
muscarinica (MEDEIROS et al, 2006). A ativacdo destes receptores resulta em bradicardia
devido a ativacdo da proteina Gi, que inibe a adenilato ciclase e consequentemente reduz os
niveis do segundo mensageiro AMPc (monofosfato de adenosina ciclico), além de altera a
condutancia ao fon potassio através da fosforilacdo dos canais para K* sensiveis a acetilcolina
(CODINA et al, 1987; BARBOSA et al, 2004). Para investigarmos a natureza deste efeito,
utilizamos o blogqueador ganglionar hexameténio (30 mg/kg, i.v.), que foi capaz de atenuar o
efeito bradicardico. Sugerindo-nos que a bradicardia induzida pelo EHFSC parece ser devido a
uma ativacdo indireta de receptores muscarinicos cardiacos.

O extrato também foi capaz de promover redugdo da PAM 4 horas ap6s a administracéo
de uma unica dose de 200 mg/kg, v.o., sem promover qualquer alteracdo na FC em SHR (Grupo
Tratado 2), enquanto que os valores de PAM e FC ndo sofreram alteracdes ap0s tratamento com
dose de 100 mg/kg, v.o. (Grupo Tratado 1). J& apds administracdo de 500 mg/kg, v.0. observou-
se um efeito hipertensivo e taquicardico. Além do mais, o efeito ndo foi observado em animais
normotensos (Grupo Normotenso). Estes dados indicam que o EHFSC possui atividade anti-
hipertensiva dependente de dose e como o resultado foi observado apenas em SHR podemos
propor que a acdo do extrato depende de alteracGes observadas em animais SHR e ndo em
normotensos, como por exemplo, aumento do ténus vascular (MULVANY e HALPERN, 1977),
corroborando mais uma vez com a hip6tese de que EHFSC poderia atuar por meio de uma
reducdo da RVP. Além dos dados estarem de acordo com a provavel participacdo de antocianinas
no efeito, pois estudos mostram que o pico plasmatico destes compostos esta em torno de 1-3h e
que 0s mesmos podem ser encontrados na circulagdo sanguinea em média de 0-5h (WALLACE,
2011).

Para confirmar a possivel acdo periférica vascular do EHFSC realizamos protocolos in
vitro com anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar. Escolhemos este modelo

devido, aos vasos de pequeno calibre, como a artéria utilizada, apresentarem uma maior
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participacdo na regulacdo da pressdo arterial e perfusdo de 6rgdos, pois constituem o principal
local de geracéo de resisténcia vascular (KWANA et al, 2004).

Para isto, efetuamos experimentos frente & pré-contracdes induzidas por FEN. Deste
modo, pudemos avaliar se EHFSC era capaz de promover um efeito vasorrelaxante. Como
sugerido pelos dados experimentais in vivo, 0 EHFSC promoveu vasorrelaxamento dependente
de concentracdo. Para verificarmos se o efeito dependia da presenca de endotélio uma nova curva
concentracdo-resposta do EHFSC foi obtida em anéis de artéria mesentérica com endotélio
desnudo. Notamos que o efeito relaxante foi atenuado. Através destes resultados pudemos
constatar que assim como foi sugerido, previamente, o0 extrato ndo apenas exerce efeito
vasorrelaxante, como esta acdo depende da integridade do endotélio para ser observada. Pois o
EHFSC promoveu relaxamento apenas em anéis de preparacfes com endotélio funcional intacto.

A liberacdo de NO através do endotélio resulta em fosforilacdo direta de uma guanilil
ciclase soltuvel (GCs) (REMBOLD, 1996) ou por ativacdo direta de uma guanilil ou adenilil
ciclase, resultando no aumento dos segundos mensageiros monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) e monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), respectivamente. Este aumento nas
concentracfes de GMPc ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG), enquanto que o
aumento nas concentracGes de AMPc leva a fosforilacdo tanto de uma proteina cinase depende de
AMPc (PKA) como a PKG, estes eventos resultam na ativacdo de canais de K* (REMBOLD,
1996). Como o extrato foi capaz de antagonizar anéis pré-contraidos com FEN de maneira
dependente de endotelio, resolvemos investigar se havia a participagdo do NO nesta resposta.
Para isso, realizamos uma curva concentracdo-resposta na presenca de L-NAME ndo houve
diferenca entre as curvas na presenca e auséncia do blogueador o que nos sugere que O
vasorrelaxamento causado pelo extrato ndo deve ser devido a estimulacdo de sintese de NO,
como sugerido pelos resultados obtidos in vivo.

As contracdes diferem quanto ao tipo de estimulos celulares e mecanismos envolvidos
para gerar a contracdo, podendo ser denominado de acoplamento farmacomecénico ou
eletromecanico (REMBOLD, 1996). No primeiro, farmacomecénico, primeiramente ocorre
ligacéo do agonista com o receptor ativando a proteina fosfolipase C do tipo Gg1;. Esta ativagéo
leva ao aumento dos segundos mensageiros, IP; e DAG. O IP; liga-se a um receptor especifico
localizado no reticulo sarcoplasmatico (RS) permitindo a liberacdo do Ca®* dos estoques

intracelulares que, por sua vez, ligam-se a uma proteina denominada calmodulina (CaM) para
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formacdo de um complexo (Ca*-CaM) iniciando com isto 0 mecanismo contratil.
Complementando este processo, por meio de um mecanismo que ndo envolve mudanca no
potencial de membrana (Vm), h4 um aumento do influxo de Ca®* através da abertura de canais
para Ca”* do tipo L, além de liberaco do Ca®* induzida pelo proprio ion através de receptores de
rianodina (RYR) presentes na membrana do RS e por ativacdo do trocador Na‘*/Ca®* reverso
(MCCARRON et al, 2003; THORNELOE; NELSON, 2005; SALAMANCA; KHALIL, 2005).
Este tipo de acoplamento é observado nas contra¢Ges induzidas por fenilefrina.

No acoplamento eletromecanico o aumento na [Ca®']; ocorre através do influxo de Ca®*
gerado pela despolarizacdo de membrana. Este influxo pode ocorrer de forma direta como na
presenca da solucdo despolarizante, onde ha aumento da concentragdo externa de K™ ([K']e) ou
indiretamente através da ligacdo de agonistas aos seus receptores gerando abertura de canais para
calcio dependentes de voltagem (VOCC’S) ocasionando consequentemente a contragdo
(REMBOLD, 1996).

Para caracterizar a especificidade da resposta vasorrelaxante do EHFSC, realizamos uma
curva concentracdo-resposta frente a contragdes induzidas por um acoplamento eletromecanico
através da adicdo de solucdo despolarizante de KCI 80 mM (KCI 80) ao meio. Observamos que 0
extrato promoveu vasorrelaxamento, mostrando que EHFSC induz relaxamento tanto sobre
contracGes induzidas por um acoplamento farmacomecénico (FEN) como por um eletromecanico
(KCI 80 mM), caracterizando assim um efeito vasorrelaxante inespecifico dos compostos. Com
fins de avaliar o papel do endotélio no efeito observado, 0 mesmo protocolo experimental foi
realizado em preparacGes de anéis com endotélio desnudo. O efeito relaxante foi abolido
demonstrando mais uma vez a dependéncia do endotélio. Ao compararmos o0s resultados obtidos
em anéis de artéria mesentérica em que o endotélio funcional estava presente, o extrato foi capaz
de antagonizar as contra¢Oes induzidas por KCI 80 de maneira mais eficaz bem como mais
potente. Isto nos sugere que, apesar de inespecifica, a agdo do extrato € mais significante apos
contragcdes por acoplamento eletromecénico, por isso talvez o efeito esteja mais relacionado a
canais iénicos.

A resposta poderia estar relacionada a uma inibicdo direta dos VOCC’S ou indiretamente
por meio da ativacdo de canais para K*. A inativacdo indireta ocasionaria hiperpolarizacdo da
membrana e consequente aumento do efluxo de K* da célula, reduzindo o influxo de Ca** através
VOCC’S, a [Ca®]i, a fosforilagdo da miosina e a contracdo (TANAKA et al, 2000; WELLMAN,
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et al, 2006). Com objetivo de confirmarmos a hipdtese da participacdo de canais ibnicos e
verificarmos a participagdo de canais para K no efeito vasorrelaxante induzido por EHFSC,
realizamos o bloqueio parcial do efluxo do ion através do aumento da concentragdo externa de
KCI para 20 mM ( KCI 20) (MENEZES et al, 2007) e obtivemos uma curva concentragao-
resposta. De acordo com a literatura drogas que promovem o vasorrelaxamento por abertura de
canais para K* sdo menos eficientes com a elevagéo da concentragio externa deste ion, este efeito
é proporcionado pela diminuicdo do efluxo de K* na membrana da célula muscular lisa. Desta
forma o relaxamento de drogas que promovam a abertura de canais para K* ¢ atenuado (CLARK;
FUCHS, 1997). Nestas condi¢des, o relaxamento induzido pelo extrato foi significantemente
menor quando comparado ao controle, sugerindo uma participacdo dos canais para K* na indugdo
deste efeito. E como o endotélio é essencial para que a resposta relaxante seja observada,
podemos sugerir que ha participagdo de canais i6nicos no efeito, provavelmente canais para K*, e
que 0 extrato ndo atua diretamente nestes canais. Através dos dados obtidos dos experimentos in
vivo poderiamos supor como via de relaxamento a partir da ativacdo indireta de canais para K*
dependente de endotélio, a via das prostaciclinas uma vez que esta envolve ativacdo de PKA e
consequente alteracdo da permeabilidade da membrana aos ions potassio.

Apobs os resultados observados podemos sugerir que provavelmente o maior efeito do
EHFSC em animais normotensos apds administracdo endovenosa do extrato, deve-se ao fato de
animais SHR possuirem disfuncdo endotelial (TADDEI et al, 1993), uma vez que o efeito
hipotensor deve-se provavelmente aos FRDE e a resposta vasorelaxante s6 é observada em anéis
com endotélio intacto.

Podemos concluir que através das abordagens in vivo e in vitro observamos que:

1. O extrato hidroalcodlico dos frutos de Syzygium cumini (L.) Skeels promove efeito

anti-hipertensivo apds a quarta hora da administrac&o do extrato;

2. Além de ser capaz de promover efeito hipotensor devido a reducdo da resisténcia
periférica com envolvimento dos fatores relaxantes derivados do endotélio e efeito
bradicardico atribuido a estimulacédo indireta dos receptores muscarinicos cardiacos;

3. E promove efeito relaxante em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
Wistar dependente de endotélio e provavelmente ocorre devido a participacdo de

canais idnicos na resposta.
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