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JRESUMO

A hipertensdo constitui uma doenga cronica de dificil controle caracterizada por baixas taxas
de adeséo ao tratamento medicamentoso, devido a esta problematica, as plantas medicinais
sdo utilizadas como terapia alternativa no tratamento desta enfermidade. Anacardium
occidentale Linn (Anacardiaceae), conhecida popularmente como cajueiro, esta presente na
relacdo nacional de plantas de interesse do SUS (RENISUS), é utilizado na medicina popular
como antiinflamatorio, contra artrites, diabetes. A literatura relata estudos cardiovasculares
com extratos desta planta, apresentando potente efeito anti-hipertensivo induzido pelo extrato
da casca da madeira, o extrato das folhas do cajueiro também revelou efeito relaxante em
anéis de aorta isolada de rato. Diante do exposto, este trabalho objetivou investigar os efeitos
cardiovasculares induzidos pelo extrato hexanico das folhas de Anacardium occidentale
(EHAOQ), através de uma abordagem in vivo e in vitro. O EHAO (0,5; 1; 5, 10, 20 e 30 mg/kg,
I.v.) promoveu uma hipotenséo (-12,9+1,1; -10,8+1;1; -15,5£1,6; -19,7+£3,0; -20, 9+2,8 e -
17,7£0,9 %, respectivamente) e bradicardia (-7,5+0,7; -4,5+1,0; -9,3£2,5; -16,8+0,8; -31,0
1,3 e -199 + 0,9 %, respectivamente) de maneira ndo dose dependente em ratos
normotensos ndo anestesiados. Apds o bloqueio da sintese do NO com L-NAME e com
indometacina, um inibidor da via da ciclooxigenase, a resposta hipotensora foi atenuada, bem
como a bradicardia foi praticamente abolida em todas as doses. Semelhantemente, a resposta
hipotensora foi atenuada apds o tratamento com atropina, bloqueador ndo seletivo de
receptores muscarinicos, e o efeito bradicardico foi bloqueado havendo reversdo na dose de
30 mg/kg. O efeito bradicardico foi totalmente abolido ap6s o bloqueio dos receptores
ganglionares com hexameténio (30 mg/kg; i.v.). Em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato wistar, pré-contraidos com FEN (100 uM), EHAO (1 — 1000 pg/mL)
promoveu vasorelaxamento, de maneira dependente de concentracdo e dependente da
presenca do endotélio funcional (Emax = 52,56 + 3,4 %). Semelhantemente, EHAO induziu
vasorelaxamento em anéis pré-contraidos com KCI 80 mM de maneira dependente de
concentracdo e dependente da presenca do endotélio funcional (Eméax = 33,30 + 3,20 %).
EHAO também induziu efeito anti-hipertensivo apds a segunda hora da administracdo de uma
Unica dose intragastrica de 300 mg/kg em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) nédo
anestesiados, Em conclusdo, os resultados em conjunto sugerem que EHAO induz efeito
hipotensor, bradicardico e anti-hipertensivo, causado pela redugdo da resisténcia vascular
periférica, provavelmente atraves da liberagdo de fatores relaxantes derivados do endotélio, o
NO e prostandides, através da ativacdo direta ou indireta de receptores muscarinicos
endotelial, em parte por reducgdo do débito cardiaco. O efeito bradicardico parece ser devido a
uma ativacéo indireta de receptores muscarinicos cardiacos, via ativagdo do nervo vago.

Palavras-Chaves: Anacardium occidentale, Hipotensdo, Efeito anti-hipertensivo,

Vasorelaxamento.



ABSTRACT

Hypertension is a chronic disease difficult to control characterized low rate adherence to
medication, wherefore, the use of alternative therapies, herbs occurs at a very high rate among
patients with cardiovascular disease including hypertension. Anacardium occidentale Linn.
(Anacardiaceae) popularly known as cashew, is present on the national list of plants of
interest to the SUS. It is used in folk medicine as anti-inflammatory against arthritis, diabetes.
The literature reports cardiovascular ~ studies with extracts of  this plant
with potent antihypertensive effect induced by bark extract. Anacardium occidentale L leaves
extracts exhibited relaxing effect on isolated rat aortic ring preparations. Hence, present study
was designed to study the acute cardiovascular effects of the Anacardium occidentale L.
leaves hexane extract (AOHE) in rats, by in vivo and in vitro approach. AOHE (0.5; 1; 5; 10;
20 and 30 mg/kg, i.v.) induced hypotensive (-12.9 +1.1,-108+ 1,1, -15.5+ 1.6, -19.7 £ 3.0,
-20.9 + 2.8 and -17.7 £ 0.9%, respectively) and bradycardic (-7.5+0.7,-45%£ 1,0, -9.3 £ 2.5,
-16.8 £ 0.8, -31.0 £ 1.3 and -19.9 + 0.9%, respectively). This response was changed after
preinjection L-NAME, no selective Nitric Oxide (NO) synthase inhibitor, the hypontensive
effect was attenuated, as well as, the bradycardia was blocked or reversed. Similary, a
inhibitor of cyclooxygenase (indomethacin, 3 mg/kg, i.v.) produced attenuation of
hypotensive action induced by AOHE and abolished or reversed the bradycardia response.
Pretreatment with muscarinic antagonist, atropine, reduced the hypotensor effect. Moreover,
the depressor effects of extract on heart rates were abolished or reversed (only, 30 mg/kg,
i.v.). On the other hand, the administration of ganglionic blocker, hexamethoniun, produced
significantly change the pressor response AOHE-induced, except in the second, fifth and sixth
dose. However, the bradycardic effect was abolished. In the superior mesenteric artery rings
isolated from rats pre-contracted with FEN (100 uM), EHAO (1 to 1000 pg / mL) induced
vasorelaxation, concentration dependent manner and dependent on the presence of functional
endothelium (Emax = 52.56 + 3.4 %). Similarly EHAO induced vasorelaxation in rings pre-
contracted with 80 mM KCI concentration dependent manner and dependent on the presence
of functional endothelium (Emax = 33.30 = 3.20 %). The administration of a single
intragastric dose of 300 mg/kg of AOHE produced antihypertensive activity after the 2h. Our
results suggest wich hypotensive, bradycardiac and antihypertensive responses could be
mediated by the endothelial and cardiac muscarinic receptors or EDRFs.

Keywords: Anacardium occidentale, Hypotension, Antihypertensive effect, Vasorelaxation.
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1 INTRODUCAO

1.2 Consideracdes sobre a Pressdo Arterial e Vasorelaxamento

A pressdo arterial (PA) pulsatil pode ser representada, matematicamente, através de
um valor de PA néo pulsétil, a PA média (PAM), a qual pode ser determinada pelo produto de
duas variaveis que interagem complexamente: o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular
periférica total (RVPT). O DC é determinado pelo produto entre o volume de ejecéo sistélico
(VES) e a frequéncia cardiaca (FC). Deste modo, a FC participa da homeostase da PAM como
um de seus determinantes primarios, onde a PAM pode ser expressa pela equacdo: PAM =
DC x RVPT, e o DC expresso na seguinte equacdao: DC = VES x FC. A PA pode ser
influenciada pela agcdo de drogas sobre uma ou ambas as varidveis, onde o débito cardiaco
pode ser diminuido ao inibir a contratilidade miocérdica ou ao diminuir a pressdo de
enchimento ventricular, sendo essa ultima conseguida através de acdes sobre o tbnus venoso
ou sobre o volume sanguineo, via efeitos renais. A resisténcia periférica pode ser reduzida por
acOes sobre o musculo liso, produzindo relaxamento direto dos vasos de resisténcia, ou ao
interferir na atividade de sistemas que produzem constricdo dos mesmos vasos, Como € 0 caso
do sistema nervoso simpatico (HOFFMAN, 2006).

Portanto, os niveis de PA sdo regulados por meio de alteracBes na resisténcia total e no
DC através da acdo integrada dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino. Os
mecanismos regulatérios promovem o controle da PA a curto prazo (neurais), expressando-se
em segundos a minutos; a médio prazo (hormonais), em minutos e a longo prazo (aldosterona
e sistema rim—volume), que pode ser expresso em horas ou dias (CAMPAGNOLE-SANTQOS;
HAIBARA, 2001).

O controle neural é feito por meio de eferéncias do sistema nervoso autdnomo,
atuando sobre o coragdo e os vasos. Os barorreceptores arteriais, 0s quimioreceptores e 0s
receptores cardiopulmonares bem como a resposta sistémica do sistema nervoso central
(SNC) correspondem aos mecanismos neurais. Os barorreceptores, localizados no arco aortico
e no seio carotideo, quando estimulados por aumento subito na PA, reduzem o tonus do
sistema nervoso simpatico (SNS) para os vasos e coragao, promovendo reducdo da PA e FC
pelas vias eferentes vagais, por ativacdo da via parassimpatica (GUYTON, 2002; GUYENET,
2006; KAREMAKER; WESSELING, 2008) Os quimiorreceptores sdo responsaveis pela
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regulagéo local do tdnus da musculatura lisa dos vasos, sendo ativados pela reducdo de O, ou
excesso de CO, e H' (CARVALHO; COSTA, 1979; BERNE, 2009).

Os mecanismos hormonais implicam tanto na elevacdo da PA através do sistema
catecolaminérgico (através da adrenalina e da noradrenalina), o sistema renina-angiotensina e
0 horménio antidiurético, como na reducdo da PA através da liberacdo do peptidio
natriurético atrial e o sistema calicreina-cininas, assim como as substancias produzidas
localmente pelo endotélio (6xido nitrico, endotelinas e prostaglandinas) (EVORA et al.,
1995).

A base do controle a longo prazo da PA é o sistema renal e de liquidos corpéreos. A
regulacdo de volume dos liquidos corporeos (volemia) é efetuada pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona, essencial ao equilibrio hidroeletrolitico do corpo, que em conjunto
sdo responsaveis pela elevacdo da PA. O rim atua na regulacdo da PA através da secrecdo da
renina, a qual converte o angiotensinogénio (produzido pelo figado) em angiotensina | (Ang
1), que pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) é convertida em angiotensina
Il (Ang Il). Este peptideo atua no sistema cardiovascular promovendo vasoconstricgao,
aumento da contratilidade cardiaca, hipertrofia cardiaca, nos rins reabsorcéo tubular de sodio,
além de estimular a secrecdo de aldosterona (RUAN et al, 2010). O equilibrio dos sistemas
vasodilatadores e vasoconstrictores se apresenta decisivo na regulacdo do ténus vascular,
onde a PA elevada é causada por alteracdes da atividade dos mecanismos vasoativos. Na
maioria dos modelos de hipertensdo experimental, o aumento da PA é resultado do
desequilibrio entre a hiperatividade simpatica e deficiéncia vasodilatadora, que pode ser visto
em modelos de SHR e ratos Dahl e sal-sensiveis (PINTEROVA et al, 2009). O sistema
nervoso simpatico é um dos maiores sistemas constritores envolvidos na regulagdo da PA.
Este sistema induz contracdo da musculatura lisa vascular (MLV) por ativar o influxo de Ca*,
através dos canais para calcio sensiveis a voltagem (Ca,), aumentando os niveis de célcio
intracelular (PINTEROVA; KUNES; ZICHA, 2011).

Um dos principais determinantes do ténus vascular, a concentracdo de calcio
intracelular [Ca?'];, é controlada através do potencial de membrana, a0 mesmo passo que 0s
niveis de célcio intracelular tambem afetam o potencial de membrana, deste modo, o calcio
exerce um controle sobre este, regulado por canais i0nicos, trocadores e ATPases dependentes
de calcio (PINTEROVA; KUNES; ZICHA, 2011). Os canais i6nicos presentes na membrana

plasmatica da musculatura lisa vascular (MLV), assim como as células endoteliais
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desempenham papel fundamental na manutencdo do ténus vascular. Do mesmo modo que 0s
vasoconstritores dependem da elevacdo da concentracdo de Ca* intracelular [Ca*']; para
induzir contracdo da MLV. As células endoteliais promovem relaxamento das células da
musculatura lisa vascular (CMLVs) adjacentes por meio do aumento da [Ca®*]i. Portanto, o
nivel da [Ca®"];i nas células endoteliais e CMLVs é essencial para a precisa regulacéo de
orgaos e tecidos (LEDOUX et al., 2006).

O influxo de Ca** do meio extracelular se da através dos canais para calcio dependente
de voltagem do tipo lento (Cav-L), ativado em resposta a uma despolarizacdo de membrana, e
dos canais para Ca®* operados por receptores, convém resaltar que a liberacdo de Ca®* pelos
estoques do reticulo sarcoplasmético também sdo fundamentais para o aumento da [Ca®*]i. O
influxo de Ca** na célula é favorecido pela diferenca de gradientes quimico dos fons Ca*
(SANDERS, 2001) e a manutencao deste gradiente é realizado pela atuacéo das Ca** ATPase
da membrana plasmética (PMCA) e do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e do trocador
Na*/Ca** nas células CMLVs (FLOYD; WRAY, 2007). Além do calcio, os fons fosfato
representam ferramenta universal na transducao de sinal, pois ambos possuem capacidade de
alterar os campos eletrostaticos e a conformacéo protéica (CALPHAM, 2007).

O processo contratil da CMLVs inicia com o aumento da [Ca®*]i que, assim como o
DAG, pode promover a ativacdo da proteina cinase C (PKC), a qual fosforila proteinas alvo
especificas e Cay-L (WEBB, 2003). A estimulacdo da via da fosfolipase C (PLC), ap6s a
ativacdo de receptores de membrana por ligantes especificos, promove subsequientemente
hidrélise dos fosfolipideos de membrana 4,5-bisfosfato de inositol (PIP;) e producdo do
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) (CHALMERS et al., 2007). O IP3
ativa receptores sensiveis ao IP3 (IP3R) presentes no reticulo sarcoplasmatico permitindo a
liberacdo Ca®*, que por sua vez ativa os receptores de rianodina, processo esse denominado de
liberacdo de Ca®" induzida por Ca** (CIRC). O Ca®* no meio intracelular das CMLVs forma
um complexo com a calmodulina, Ca** -calmodulina [(Ca?*)4-CAM] (PAULIS et al. 2007).
Este complexo promove a ativacdo da enzima cadeia leve de miosina cinase (MLCK), que
promove a fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLC) permitindo que a miosina interaja
com a actina e o trifosfato de adenosina (ATP), resultando na ligacdo da ponte cruzada da
miosina com a actina e consequente contragdo muscular. O relaxamento muscular ocorre
quando ha reducdo da [Ca®"]; interrompendo o complexo Ca’* - calmodulina, inativando a

MLCK e ativacdo da fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP) que remove os fosfatos de
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alta energia (WEBB, 2003). Portanto, a Ca** -calmodulina e MLCP controlam a atividade da
MLCK por meio de fosforilacdo e desfosforilagdo da MLC regulando assim o diametro dos
vasos (HILL et al., 2006).

As celulas endoteliais promovem regulagdo do tdnus vascular por meio da liberacao de
fatores relaxantes (FRDE) e contracturantes derivado do endotélio (FCDE), dentre estes
fatores incluem espécies reativas de oxigénio, metabdlitos do acido araquiddnico (como
exemplos: prostaciclinas PGIl,, acidos epoxieicosatetraendicos EETs e derivados da
lipoxigenase), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e o 6xido nitrico (NO)
como fatores relaxantes, e endotelina, tromboxano A, (TXA;) e prostaglandinas F, como
fatores contracturantes (JIN et al., 2010).

O NO ativa diretamente a enzima ciclase de guanilil solivel nas CMLVs produzindo o
nucleotideo ciclico monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) que induz ativagdo da proteina
cinase dependente de GMPc (PKG), a natureza do EDHF ainda € desconhecida (JIN, 2010).
Alguns receptores acoplados a proteina G, quando estimulados ativam a proteina G que
estimula a atividade da adenilil ciclase (AC) a produzir o segundo mensageiro monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), o qual via ativacdo da proteina cinase A (PKA) altera a
dindmica do Ca®* intracelular e a funcdo contratil (LUCAS et al., 2000; OSTROM et al.,
2002). As proteinas cinase A e G agem através da fosforilacdo de canais como 0s canais para
Ca®*, reduzindo o influxo de Ca®*, canais para K*, promovendo hiperpolarizaco e redugéo do
influxo de Ca®* pelos Cav-L; ativacdo da SERCA e PMCA com aumento conseqiiente do
seqiestro e extrusdo de Ca®*, respectivamente; diminuicdo da mobilizacdo de Ca®* através da
inibicdo da formacdo de IP3 e inibicdo do IP3R do RS; inibicdo da MLCK e ativacdo da
MLCP com conseqiiente reducdo da fosforilagdo da MLC (WALDMAN; MURAD, 1987;
LUCAS et al., 2000; SOMLYO; SOMLYO, 2000; MATSUMOTO et al., 2005). As
fosfodiesterases (PDEs) inativam o0s nucleotideos ciclicos regulando sua atividade
(MATSUMOTO; KOBAYASHI; KAMATA, 2003; MAURICE et al., 2003).

1.1 Consideracdes sobre Hipertensdo e Ratos Espontaneamente Hipertensos
A hipertensdo é um grave problema de salde publica, estimativas de prevaléncia

indicam que ela afeta cerca de um milhdo de individuos, alcancando 7,1 milhdes de mortes
por ano ao redor do mundo (CHOBANIAN et al., 2003; CHEN, 2007). E uma doenca cronica
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de dificil controle, segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), cerca de trés quartos
dos pacientes hipertensos fazendo tratamento anti-hipertensivo nao atingem valores 6timos de
pressdo arterial (PA) (MELCHIOR, 2010). Uma das principais causas para esta falta de
controle é a baixa taxa de adesdo aos tratamentos anti-hipertensivos, onde segundo as VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (2010) a taxa de abandono, grau mais elevado de falta de
adesdo, é crescente conforme o tempo decorrido apds o inicio da terapéutica resultando em
implicacdes na morbimortalidade. Devido a essa problematica, um namero significativo de
individuos portadores de doencas cardiovasculares, incluindo a hipertensdo, faz uso de
terapias alternativas como plantas medicinais, fitoterapicos e suplementos (ARA TACHJIAN,
2010).

A elevacdo duradoura da pressdo arterial > 140/90 mmHg ¢ definida de modo
convencional como hipertensdo primaria ou essencial sendo considerada uma doenca
multifatorial, a qual, de acordo com numerosos estudos, resulta da interacdo de varios genes
com fatores ambientais (HOFFMAN, 2006), que além da predisposi¢do genética, também
estdo associados a uma série de fatores de risco como: obesidade, consumo elevado de alcool
e inatividade fisica (CASTRO; ROLIM; MAURICIO, 2005). A hipertensdo pode ser
considerada uma verdadeira sindrome quando vem acompanhada de alteragdo no
metabolismo lipidico e glicidico, obesidade e resisténcia a insulina (CARNEIRO et al., 2003).
O estado hipertensivo pode estar associado a complicacBes, tais como: doenca
cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal
cronica e doenca vascular que apresentam custos médicos e socioeconémicos elevados
(KAPLAN; OPIE, 2006).

A participacdo de fatores genéticos determinando a elevagdo da PA tornou possivel a
selecdo de ratos geneticamente hipertensos, entre estes modelos de ratos, podemos citar o0s
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) desenvolvidos por Okamoto e Aoki (OKAMOTO;
AOKI, 1963) e seus respectivos controles Wistar Kyoto (WKY). Este modelo de hipertensao
apresenta importancia devido a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensao essencial
do homem, ambas tém origem poligénica, ndo expressam certos mecanismos pressores e sao
influenciadas por fatores ambientais; sendo o controle cardiocirculatério multifatorial. A
hipertensdo do SHR adulto esta associada a um aumento da resisténcia periférica total e um
débito cardiaco normal ou diminuido (FAZAN; SILVA; SALGADO, 2001).
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Estudos com SHR revelam que o aumento da resisténcia periférica total esta associada
a reducéo da distensibilidade e complacéncia vascular nos animais jovens como resultado de
uma hipertrofia da camada média, em vez de alteracdes intrinsecas das propriedades elasticas
dos vasos (VAN GORP et al., 2000). Na literatura h& diversos relatos de hiperatividade
simpética no modelo SHR, porém, acredita-se que outros mecanismos além do simpético
tenham participacdo na manutencdo da hipertensdo arterial de SHR jovens e velhos (FAZAN;
SILVA; SALGADO, 2001).

A hipertensdo essencial do homem também esta associada com anomalias estruturais
no sistema cardiovascular (FOLKOW, 1987), as quais incluem aumento na relagdo parede
versus luz das artérias, aumento na resisténcia periférica, diminui¢do da complacéncia venosa
(TAKESHITA; MARK, 1979), aumento da quantidade da massa cardiaca e muscular vascular
lisa (FOLKOW, 1982), além de anomalias intrinsecas na funcdo renal (COLEMAM et al.,
1975).

O aumento da resisténcia periférica é o fator mais importante na hipertensao essencial,
o0 qual ocorre devido a uma reducdo do calibre das arteriolas como resultado de alteracdes na
contracdo da musculatura lisa vascular que regula a luz do vaso ou na espessura da mesma. A
variacdo do tébnus vascular pode ser determinada pela atividade simpatica, além disso, ha
evidéncias de que diferentes hormdnios pressores como angiotensina Il, noradrenalina,
vasopressina e insulina contribuem para o estimulo do crescimento da parede vascular,
enquanto as substancias vasodilatadoras tém efeito oposto, inibindo a proliferagéo celular,
sendo assim, o desequilibrio dos fatores vasoconstritores e vasodilatadores pode resultar em
hipertensdo (KRIEGER; IRIGOYEN; KRIEGER, 1999).

1.3 Considerac0es sobre Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais persiste até os dias atuais, apresentando um lugar de
destaque no arsenal terapéutico contra diversas enfermidades. Em muitas comunidades e
grupos étnicos as plantas constituem o unico recurso disponivel para o tratamento de doengas
(MACIEL et al., 2002; MACEDO et al., 2007). Estima-se que 85% da populacdo em paises
desenvolvidos utilizam da medicina popular, embora esta pratica seja muitas vezes baseada no
empirismo (SIMOES et al., 2000).
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Tal valorizagdo das plantas medicinais impulsionou a busca de informagdes
comprovadas cientificamente sobre sua seguranca e eficacia terapéutica (SIMOES et al.,
2000), constituindo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, 0s
quais podem contribuir como modelo para a sintese de um grande nimero de farmacos
(PINTO et al., 2002). Estima-se, que s6 na década passada cerca de 500.000 produtos naturais
foram provenientes de plantas (DEMAIN, 2000). Esses produtos ainda apresentam uma gama
de diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (PINTO
et al., 2002).

As plantas medicinais tem sido alvo de diversas pesquisas devido a elevada
biodiversidade e a riqueza de suas moléculas (HARVEY, 2000; HARVEY, 2007). Somente
no inicio do século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, tais plantas
passaram a representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de
medicamentos (COELHO; DALBELO; LOLIS, 2005). Na década de 80, foram identificados
121 compostos de origem vegetal provenientes de 95 espécies de plantas, os quais tém sido
usualmente empregados como agentes terapéuticos nos paises ocidentais (RATES, 2001).

O estudo das espécies vegetais passou a ser sistematico a fim de fornecer o substrato
cientifico para o uso das plantas medicinais na terapéutica, utilizando para isto uma base
racional com o objetivo de extrair, isolar e identificar as substancias cujas propriedades
farmacoldgicas sdo, em Gltima analise, responsaveis pelas propriedades curativas atribuidas a
planta como um todo. Além disso, serviu para enriquecer consideravelmente o arsenal
terapéutico disponivel, que ainda hoje é composto de muitos produtos de origem natural,
grande numero deles desenvolvidos através de sintese organica tendo como protétipo uma
substancia de ocorréncia natural (ELIZABETSKY, 2001).

O conhecimento popular desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo
areas multidisciplinares, como por exemplo, boténica, farmacologia e fitoquimica (MACIEL
et al., 2002). Uma das estratégias utilizadas para a investigagdo de plantas medicinais € a
abordagem etnofarmacoldgica, a qual consiste em realizar uma combinagdo de informacGes
adquiridas junto a comunidades que detém conhecimentos acerca da utilizacdo de plantas
medicinais com estudos quimicos e farmacologicos realizados em laboratdrio, o que permite a
elucidacdo quimica de substancias ativas e dos respectivos mecanismos envolvidos na
atividade farmacoldgica (ELISABETSKY ;SOUZA, 2004).
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Dentre as doengas que afetam a populacdo, aquelas que acometem o sistema
cardiovascular, tais como: doengas coronarianas, cerebrovasculares, isquémicas do coragéo,
angina e hipertensao apresentam grande importancia em estudos etnofarmacoldgicos, os quais
ttm como finalidade a ampliacdo do arsenal terapéutico e a reducdo do grau de
morbimortalidade destas enfermidades (MARTINS et al., 1993).

Alguns dos medicamentos populares que atuam no sistema cardiovascular, envolvem
0 uso de extrato de plantas que podem conter uma extensa diversidade de moléculas
produzindo efeitos bioldgicos através de multiplos mecanismos, devido a este fato, inimeras
pesquisas utilizando extrato de plantas sdo realizadas a fim de se investigar os mecanismos
envolvidos nestes efeitos. Neste contexto, podemos citar exemplos como o extrato aquoso do
fruto de Berberis vulgaris que revelou potencial uso no tratamento de hipertenséo, taquicardia
e algumas desordens neurais, como epilepsia e convulsdes por ativar canais para potassio (Kc)
(FATEHI et al., 2005). O extrato etantlico da raiz de Saururus chinensis que apresentou
efeito inotrdpico negativo, vasorelaxante e anti-hipertensivo em ratos mediada pela liberacédo
de NO e ativacdo de canais para potassio sensiveis ao Ca®* (Kc) (RYU, 2008). Como este
ultimo, diversos extratos de plantas induzem efeito anti-hipertensivo, através da reducdo da
resisténcia vascular mediada pela liberacdo de fatores derivados do endotélio, como o extrato
aquoso das folhas ou das raizes de Eucommia ulmoides Oliv. (KWAN, 2004).

E importante mencionar também os efeitos benéficos dos extratos de Digitalis
purpurea e D. lanata que levaram a descoberta de poderosos glicosideos cardiacos ou
cardiotbnicos, incluindo a digoxina, a digitoxina e o deslanosidio, que apresentam potente e
seletiva acdo sobre o musculo cardiaco (CLARK, 1996). Convém mencionar, a quinidina,
isolada da casca da Cinchona spp., que constitui um agente contra arritmia. Outro alcaléide
que merece ser destacado € a reserpina, isolada de Rauwolfia spp., sendo um dos mais
poderosos anti-hipertensivo conhecidos. Ha também inimeros flavonoides que possuem
relevantes agOes biolOgicas as quais previnem o0s acidentes vasculares, e muitos destes
compostos sdo utilizados pelas industrias farmacéuticas na preparacdo de agentes
vasodilatadores, como a diosmina, a rutina e outros citro-flavonoides (DILLARD; GERMAN,
2000).

Portanto, um conhecimento mais aprofundado das plantas medicinais, desenvolvido
através de estudos integrados nas areas de botanica sistematica, quimica e farmacologia de

produtos naturais, ao lado de outras ciéncias correlatas mais especializadas, se fazem
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necessario, pois além de contribuir para o desenvolvimento de futuros agentes terapéuticos, o
estudo do mecanismo de acdo de plantas medicinais também é fundamental para facilitar a
pratica clinica aumentando notavelmente a habilidade para predizer efeitos adversos e
interacdes entre os medicamentos, (MCNEILL; JURGENS, 2006).

1.4 Consideracbes sobre a familia Anacardiaceae e Aspectos Botanicos, Quimicos e

Etnofarmacoldgicos de Anacardium ocidentale

A familia Anacardiaceae, inclui arvores e arbustos e ocorre principalmente em regides
tropicais e subtropicais, que compreende cerca de 60 a 70 géneros e 400 a 600 espécies, das
21 espécies de cajueiro identificadas, apenas trés ndo sdo encontradas no Brasil. Uma é
encontrada na Malésia e as outras duas na Amazonia venezuelana e colombiana (BARROS,
2002).

Os membros desta familia sdo conhecidos por causar alergia de contato devido a
presenca de compostos fendlicos na resina. Esta caracteristica originou alguns nomes comuns
de plantas, entre outros, veneno de carvalho (carvalho venenosas), hera venenosa (hera
venenosa), ovos inchados e as mulheres més. Outros membros da familia s&o de importancia
econbmica devido a seus frutos comestiveis, € o0 caso da manga (Mangifera indica), pistache
(Pistacia vera) e castanha de caju ou nozes de caju (Anacardium occidentale) (JUDD et al.,
2002).

As plantas desta familia sdo empregadas popularmente para o tratamento das mais
diversas doencas, algumas destas apresentam seus efeitos comprovados em ensaios
bioldgicos: Sclerocarya birrea apresentou efeito antimicrobiano em estudos in vitro (NJUME;
AFOLAYAN; NDIP, 2011); uma substancia isolada de Schinus terebinthifolius Raddi, o-
Pinene, promoveu protecdo anti-metastase em modelo de melanoma (MATSUO et al., 2011);
0 extrato de metandlico de Rhus coriaria L produziu atividade antioxidante (CANDAN,
2003). Também foi relatado na literatura o efeito hipoglicemiante e antinflamatério induzido
por Semecarpus anacardium (JAYA; SHANTHI; SACHDANADAM, 2010;
RAMPRASATH; SHANTHI; SACHDANANDAM, 2004).

A planta Anacardium occidentale Linn., pertencente & familia Anacardiaceae, é
conhecida popularmente como cajueiro, nativa da América tropical, é originaria do Brasil,

sendo amplamente cultivada em éreas tropicais e subtropicais, na Africa, América do Sul e
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india, sendo especialmente encontrada nas regides Norte e Nordeste brasileiro
(CRISOSTOMO et al., 2002). E uma arvore frutifera, pode ser classificada em dois tipos bem
definidos em relacdo ao porte, denominados de cajueiros tipos comum e ando precoce.

O cajueiro comum é o mais difundido, apresenta porte elevado com altura variando de
8 m a 15 m e envergadura da copa que chega atingir 20 m. Apresenta grande variagdo na
distribuicdo de ramos e formatos de copa, que vai desde ereta e compacta até esparramada
(Figura 1). A capacidade produtiva individual do cajueiro comum € muito varidvel, com
plantas que produzem menos de 1 kg até mais de 100 kg de castanha por safra (BARROS,
2002).

Melo (2002) estudando a espécie A. occidentale L., relatou a presenca de onze classes
de metabdlitos secundarios diferentes, totalizando 101 compostos isolados nesta espécie.
Oliveira e colaboradores (2008) utilizando testes fitoquimicos com 4 clones de pedunculos
revelou resultados positivos para a presenca de polifen6is como taninos, antocianinas,
flavonoides, flavonadis, flavovononas, flavonondis, xantonas e triterpendides.

O cajueiro esta incluso na relacdo de plantas medicinais de interesse do SUS
(RENISUS) (BRASIL, 2009) e é utilizado na medicina popular, principalmente no Nordeste
brasileiro com efeitos terapéuticos como: antiinflamatorio,contra bronquites, artrites, colicas
intestinais, ictericia, diabetes, asma e até mesmo usado como afrodisiaco (SILVA et. al.,
2007, MUKHOPADHYAY et. al.,, 2010). Em estudos cientificos apresentou atividade
antiiflamatoria (OLAJIDE et al., 2004), atividade antigenotoxica (BARCELOS et. al., 2007),
antiulcerogénica (KONAN; BACCHI, 2007), antioxidante (SINGH et al., 2004), atividade
hipoglicemiante (OJEWOLE, 2003), atividade antimicrobiana (SILVA et. al., 2007),
atividade larvicida (MUKHOPADHYAY et. al, 2010) e inibidor da enzima
acetilcolinesterase (BARBOSA-FILHO et al., 2006).
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Figural: Foto: A- Arvore, B- Folhas e Flores, e C- Folhas e Frutos de Anacardium

occidentale L., Cajueiro.

Fonte:http://www.arbolesornamentales.es/

Estudos de toxicidade com o extrato hexanico de Anacardium occidentale revelaram
que a administracdo de doses menores que 6 g/kg ndo eram toxicas, apresentando uma DLsg
de 16 g/kg, concluindo que o extrato sé apresentaria efeito toxico em doses altas ndo usuais
(TEDONGA et al., 2007).

Pesquisas conduzidas com o extrato da casca da madeira de Anacardium occidentale
(THULLIER et al., 1975) revelaram um potente efeito anti-hipertensivo que resultou na
publicacdo do processo para obtencdo de constituintes anti-hipertensivos isolados da planta.
Runnie e colaboradores (2004) estudando o extrato das folhas do cajueiro em uma abordagem
in vitro, relataram um efeito relaxante dependente de endotélio em aneis de aorta isolada de
rato.

Visto que Anacardium occidentale esta presente na relagdo nacional de plantas de
interesse do SUS, além da semelhancga entre os constituintes quimicos presentes nas folhas e
nas cascas do cajueiro; esteréides, flavondides, catequinas, fendis, taninos, saponinas
(FUJITA, 2008), conduzimos esta pesquisa a fim de investigar os efeitos do extrato hexanico
das folhas de Anacardium occidentale sobre o sistema cardiovascular atraves de uma

abordagem in vivo e in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo extrato hex&nico das folhas de

Anacardium occidentale Linn (EHAO) através de uma abordagem in vivo e in vitro.

2.2 Especificos

- Testes in vivo

e Caracterizar o efeito agudo a partir da administracdo intravenosa (i.v.) de EHAO sobre
a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos Wistar nédo-

anestesiados;

e Investigar os possiveis mecanismos de acdo implicados nos efeitos in vivo induzidos
por EHAO em ratos Wistar ndo-anestesiados através do uso de ferramentas

farmacoldgicas especificas;

e Caracterizar a atividade anti-hipertensiva a partir do efeito subcrénico da
administracao oral do EHAO sobre a PA e FC em ratos SHR.

- Testes in vitro

e Avaliar o efeito de EHAO sobre artéria mesentérica superior isolada de rato wistar,

com énfase para a avaliacdo do papel do endotélio.
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3 MATERIAL

3.1 Obtencao do extrato hexanico das folhas de Anacardium occidentale L.

As folhas de Anacardium occidentale (Anacardiaceae) foram coletadas em Junho de
2011, na Universidade Federal de Alagoas, e identificadas pela Profa. Flavia de Barros Prado
Moura e depositados no Museu de Historia Natural de Alagoas, sob N° de registro 4081.

Ap0s a coleta, 1 kg das folhas foi seco a sombra, o resultado foi 450 g de folhas secas.
Tal material foi pulverizado e submetido a extracdo por maceracdo com hexano durante trés
ciclos de 48 horas cada. O extrato foi, entdo, seco sob pressdo reduzida em evaporador
rotatdrio, o que resultou em 4,5 g de extrato hexanico seco. O extrato hexanico das folhas de
Anacardium occidentale foi cedido pelo prof. Dr Jodo Xavier de Araujo Junior da Escola de
Enfermagem e Farmécia (Esenfar), Universidade Federal de Alagoas.

3.2 Avaliacéo da Atividade Farmacoldgica

3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos espontaneamente hipertensos nos experimentos de
caracterizacdo de atividade anti-hipertensiva. Os respectivos controles (ratos Wistar
normotensos - RN) foram utilizados nos experimentos de caracterizacdo do efeito agudo do
extrato na abordagem in vivo e em todos 0s experimentos in vitro.

Todos os animais pesando entre 250 e 350 g foram provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal da UFAL. Estes animais foram mantidos sob condi¢des controladas
de temperatura (22 + 1°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre acesso a
alimentacédo e agua. Todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo
com normas estabelecidas pela Comissio de Etica da UFAL (MEZADRI et al., 2004). Todos
os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFAL (CEP), certiddo nimero 0106/08.
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3.2.2 Drogas e Reagentes

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes ferramentas
farmacoldgicas: tiopental sodico (Cristélia), sal sddico de heparina (Roche), cloridrato de
acetilcolina (ACh), cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), sulfato de atropina, nitroprussiato de
sodio (NPS), N®-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), hexametdnio, indometacina (todas
da sigma). As solucbes estoques de indometacina foram dissolvidas juntamente com
bicarbonato de s6dio (NaHCO3) em &gua destilada. As demais substancias foram dissolvidas
em agua destilada. Todas as substancias foram diluidas em &gua destilada (experimentos in

vitro) ou salina (experimentos in vivo), para concentracdes desejadas.
3.2.3 Solugdes Nutritivas
Todas as solucdes eram aeradas com mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO,) e

mantidas a 37 °C. As solucdes nutritivas foram:

Tabela 1: Composicéo da solucédo de Tyrode.

Substancia Concentracéo (mM)
NacCl 158,3

NaHCO3; 10,0

NaH,PO4.H,O 0,42

CaCl,.2H,0 2,0

KCI 4,0

MgCl,.6H,0 1,05

CsH1206 5,6

Fonte: Autora, 2012.
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Tabela 2: Composicao da solucao despolarizante de Tyrode com cloreto de potéssio a 80 mM.

Substancia Concentracéo (mM)
NaCl 78,3

NaHCO3 10,0

KH,PO, 0,42

CaCl2.2H20 2,0

KCI 80,0

MgCl,.6H,0 1,05

CeH10 5,6

Fonte: Autora, 2012.
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4 METODO

4.1 Ensaios Farmacoldgicos

Foram utilizadas duas diferentes formas de abordagens: uma com ensaios
farmacologicos in vivo, utilizando animais integros, e outra com ensaios farmacologicos in

vitro, utilizando artéria mesentérica superior isolada.

4.2 Ensaios Farmacoldgicos para Estudos in vivo

4.2.2 Medida direta da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos nao

anestesiados

Ratos foram anestesiados com tiopental sodico (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 (didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96
mm, respectivamente), preenchidos com solucdo salina heparinizada (1: 20 v/v), foram
implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerdas,
respectivamente. Apos a insercao e fixagdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e
exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical posterior do animal (scapulae). Para
o0 protocolo de caracterizacdo do efeito anti-hipertensivo o cateter foi implantado, seguindo o
mesmo método, apenas na aorta abdominal, via artéria femoral esquerda.

A PA e FC foram medidas 24h ap6s o procedimento cirargico pela conexdo do cateter
arterial a um transdutor de pressdo (BLPR, AECAD, Brasil) pré-calibrado acoplado a um
amplificador (Modelo 04P, AECAD, Brasil) e conectado a um micro-computador equipado
com placa conversora analdgico-digital usando um software AQCAD (AVS Projetos, SP,
Brasil). A freqliéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo
cardiaco, o computador calculara pressao arterial sistolica, diastélica e média, e o intervalo de
pulso (referido como freqiiéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado para a
administracdo das drogas. Apds 0s experimentos os animais foram eutanasiados com tiopental

sodico (i.v.).
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4.2.3 Protocolos experimentais para os estudos in vivo

Em todos os experimentos optamos por utilizar o extrato hexanico das folhas de
Anacardium occidentale, apds triagem em nosso laboratorio, por apresentar maior
solubilidade em solucdo aquosa. Para obtencdo de uma curva dose-resposta, 0os animais foram
mantidos em aclimatacdo por um periodo de no minimo 30 min., para estabilizacdo dos
pardmetros cardiovasculares, e em seguida foi administrado nitroprussiato de sodio (10 pg/kg,
i.v.) para verificar a eficacia da implantacdo do cateter venoso. Apos 15 min., doses
crescentes do EHAO (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg) foram administradas de forma randémica
pela via endovenosa in bolus com intervalos de tempo suficiente para que os parametros
cardiovasculares retornem aos seus valores da linha de base (Figura 2).

Os valores de PAM e FC foram expressos em porcentagem, computados antes (valores
da linha de base) e imediatamente ap6s a administracdo das substancias, calculadas através
das formulas (equacgdo 1 e 2).

1) Valores de PAM (%) = (PAM apds — PAM antes) x 100
PAM antes

2) Valores de FC (%) = (FC ap6s — FC antes) x 100
FC antes

Figura 2: Representacdo esquematica referente ao protocolo experimental para avaliacdo do
efeito do EHAO sobre a PAM e FC em ratos normotensos ndo anestesiados.
EHAO
(mg/kg,i.v.)

0,5 100 20 30

100011

Aclimatacao
30 min
NPS
(10 pg/kg,i.v.)

Fonte: Autora, 2012.
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4.2.3 Verificacdo da participacdo do NO sobre a resposta hipotensora e bradicérdica

induzida pela administracéo de doses crescentes de EHAO em ratos ndo anestesiados

Apo6s um registro controle como descrito no item 4.2.3, os animais foram pré-tratados com
um inibidor competitivo da NO-sintase (L-NAME 20 mg/kg, i.v.) (REES et al., 1990) e cerca
de 30 minutos ap0s, diferentes doses de EEFSC (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; e 30,0 mg/kg, i.v.)
foram novamente administradas (Figura 3). Mudancas na PAM e na FC induzidas por EHAO

foram comparadas antes (valores basais) e ap6s o tratamento com L-NAME.

Figura 3: Representacdo esquemdtica do protocolo experimental para verificagdo da
participacdo do NO sobre a resposta hipotensora do EHAO em ratos ndo anestesiados.

EHAO
(mg/kg,iv.)

Aclimatacao
30 min

NPS

(10 pg/kg,i.v.)
Fonte: Autora, 2012.

4.2.4 Verificacdo da participacdo dos derivados prostandides sobre a resposta
hipotensora e bradicardica induzida pela administracdo de doses crescentes de EHAO

em ratos nao anestesiados

ApOs um registro controle como descrito no item 4.2.3, os animais foram pré-tratados
com um inibidor da COX (indometacina 3 mg/kg, i.v.) (CLARK; FUCHS, 1997) e apés cerca
de 30 minutos, diferentes doses de EHAO (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; e 30,0 mg/Kkg, i.v.) foram
novamente administradas (Figura 4). Mudancas na PAM e na FC induzidas por EHAO foram

comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com indometacina.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para verificagdo da
participacdo dos prostandides, sobre a resposta hipotensora do EHAO em ratos nao
anestesiados.
EHAO
(mg/kg,i.v.)

Indometacina ' 0,5 10 20 30

1 5
Aclimataciao
30 min

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

Fonte: Autora, 2012.

4.2.5 Verificacdo da participacdo muscarinica na resposta hipotensora e bradicardica
induzida pelo EHAO

Esta mesma curva foi obtida na presenca de atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista
muscarinico nao-seletivo (MITCHELSON, 1984). Ap6s 20 min, um novo registro foi obtido
com EHAO (Figura 5). Mudancas na PAM e na FC induzidas por EHAO foram comparadas
antes (valores basais) e apds o tratamento com atropina.

Figura 5 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para verificacdo da

participacdo dos receptores muscarinicos no efeito do EHAO sobre PAM e FC em ratos nédo
anestesiados.

EHAO
(mg/kg,i.v.)

Atropina ' 5 10 20 30

| 111101
Mo {1

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

Fonte: Autora, 2012.
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4.2.6 Influéncia do bloqueio ganglionar sobre a resposta hipotensora e bradicardica
induzida pelo EHAO

Esta mesma curva foi obtida na presenca de hexametonio, um antagonista dos receptores
nicotinicos (30 mg/kg, i.v.) (TAKAHASHI; OWYANG, 1997). Apdés 20 min, um novo
registro foi obtido com EHAO (Figura 6). Mudancas na PAM e na FC induzidas por EHAO

foram comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com hexametonio.

Figura 6- Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da participacio
ganglionar no efeito do EHAO sobre PAM e FC em ratos nao anestesiados.

EHAO
(mg/kg,i.v.)

Hexametdnio ' 0,5 10 20 30

I 1300101

Aclimatacio
30 min
NPS

(10 pg/kg,i.v.)
Fonte: Autora, 2012.

4.2.7 Avaliacéo do efeito anti-hipertensivo induzida pelo EHAO em SHR

A avaliacdo da atividade anti-hipertensiva do EHAO foi conduzida em ratos SHR. Os valores
de PA e FC foram registrados através do método de medida direta da pressdo arterial descrita
anteriormente. Os animais foram divididos em dois grupos de oito animais cada, grupo
controle, o qual foi administrado salina por via oral e o grupo tratado, que recebeu uma unica
dose de 300 mg/kg do EHAO via oral. A dose utilizada neste protocolo ndo ultrapassa o
limite de dose ndo toxica de 14g/kg. Os valores de PA e FC foram registrados antes e ap0s 0

tratamento (em 0, 1, 2, 4 e 6 horas apds administracdo) (Figura 7). A porcentagem de reducéo
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de PA e FC foram calculadas considerando os valores antes do tratamento como 100% de
atividade (Vergara-Galicia et al., 2008).

Figura 7- Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito anti-
hipertensivo induzido por EHAO em ratos SHR néo anestesiados.

Tempo
(hrs)
EHAO - 300mg/kg A
ou -
salina
VIA ORAL

Vi

Fonte: Autora, 2012.

Aclimatacio
30 min

4.3 Ensaios farmacoldgicos para estudo In vitro
4.3.1 Preparagdes com artéria mesentérica superior isolada de rato

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical (MEZADRI et al., 2004). Em
seguida, através de uma incisdo no abdémen do animal, foi retirada a artéria mesentérica
superior. Anéis do primeiro segmento da arteria (1 - 2 mm) foram obtidos livres de tecido
conectivo e adiposo, e foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solu¢do nutritiva de
Krebs a 37° C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de 0, e 5 % de CO,). Os
anéis foram suspensos por linhas de algod&o fixadas a um transdutor de forca (Dataq, Brasil)
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (Dataq, Brasil) para o registro das contracdes
isomeétricas. Cada anel serd submetido a uma tenséo constante de 0,59 por um periodo de no
minimo 60 min. Durante este tempo, a solucdo nutritiva serd trocada a cada 15 min. para
prevenir a interferéncia de metabolitos (ALTURA; ALTURA, 1970).



34

COSTA, C.D. F. Método

Anéis sem endotélio funcional foram obtidos mecanicamente através do atrito entre as
paredes internas do vaso. A presenca ou auséncia do endotélio funcional foi verificada pela
habilidade, medida em percentagem (%), da ACh (10 uM) em relaxar os anéis pré-contraidos
com 100 uM de FEN. Serdo considerados com endotélio funcional, os anéis que apresentarem
relaxamentos superiores a 70% sobre a pré-contragdo com FEN. J& os anéis com relaxamentos
inferiores a 10%, serdo considerados sem endotélio funcional (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Anéis com relaxamentos entre 10 e 70% serdo descartados.

4.3.2 Curva concentracdo-resposta do EHAO em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

Apo6s o periodo de estabilizacdo de 60 min e posterior verificacdo do endotélio
funcional, como descrito no item 4.2.2, foi induzida uma contragdo com FEN (100 uM)
(aproximadamente 40 minutos) e concentracdes crescentes do EHAO (1 — 1000 pg/mL),
foram adicionadas as cubas de maneira cumulativa, para obtencdo de uma curva
concentracdo-resposta na presenca ou auséncia do endotélio vascular (Figura 8). O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contragcdo produzida pelo FEN na
presenca ou na auséncia do endotélio vascular. A eficacia do efeito vasorelaxante do EHAO

foi avaliada através dos valores do Eméx.

Figura 8: Representacdo Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo
do efeito do EHAO sobre contragdo induzida por FEN em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato.

ACh EHAO

l 1-1000 pg/le
'?1

EST

60 min t '

FEN (100 pM) E+/E- FEN (100 pM) E+/E-

Fonte: Autora, 2012.
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4.3.3 Efeito do EHAO sobre as contracdes induzidas por KCI 80 mM em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de rato.

Apos a verificacdo da auséncia do endotélio funcional, como descrito no item 4.2.2, 0 meio
nutritivo de cada preparacédo foi trocado por uma solugdo com elevada concentragio de K*
(KCI 80 mM). Este processo foi entéo repetido com o objetivo de se obter duas concentragdes
com magnitude similar para 0 KCI 80mM. No componente tdnico e sustentado da segunda
contracdo, com o tempo médio de 30 minutos para a estabilizacdo, foi adicionado a cuba
concentragdes crescentes do EHAO (1 - 1000 pg/mL) de maneira cumulativa (Figura 9). O
relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracdo produzida pelo KCI 80
mM na presenca ou na auséncia do endotélio vascular. A eficacia do efeito vasorelaxante do

EHAOQ foi avaliado através dos valores do Emax, obtidos para KCI 80mM e FEN.

Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
EHAO sobre contracdo induzida por KCI 80mM em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato.

ACh EHAO

l 1-1000 pg!le
& 1

EST

60 min t '

FEN (100 M) E+/E- KCl (80mM) E+/E-

Fonte: Autora, 2012.

4.4 Andlise Estatistica

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. As diferencas

e 9

entre as médias foram consideradas significantes quando valor obtido para “p” foi menor ou
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igual a 0,05 (p < 0,05). As curvas foram obtidas através de regressdo néo-linear. O valor de
Emax corresponde a média percentual de relaxamento do EHAO para cada condicdo
estudada. Toda a analise estatistica e plotagem das curvas foram realizadas utilizando o

programa estatistico Graph-Pad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos Farmacolégicos com EHAO in vivo

5.1.1 Efeito do EHAO sobre PAM e FC em ratos normotensos nao anestesiados

Apds um periodo de estabilizacdo dos parametros hemodindmicos, a administracdo de
maneira randomica de doses EHAO (0,5; 1; 5, 10, 20 e 30 mg/kg, i.v.), promoveu uma
hipotensdo significante (-12,9+1,1; -10,8+1;1; -15,5+1,6; -19,7+3,0; -20,9+2,8 e -17,7+0,9 %,
respectivamente) e uma bradicardia (-7,5+0,7; -4,5+1,0; -9,3+2,5; -16,8+0,8; -31,0 1,3 e -
19,9+0,9 %, respectivamente) de maneira ndo dose dependente em ratos normotensos nao

anestesiados (Grafico 1).

GRAFICO 1- Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de
doses crescentes do extrato hexanico das folhas de Anacardium occidentale (EHAO) (0,5; 1; 5;
10; 20 e 30 mg/kg, i.v) em ratos Wistar n&o-anestesiados (n=5). Valores estao expressos como
media + e.p.m. " p < 0,05; dose de 20 versus 0,5 mg/kg. p < 0,01; dose de 20 versus 1 mg/kg. “p <
0,05; dose de 5 versus 1 mg/kg.
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Fonte: Autora, 2012.
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5.1.2 Efeito do L-NAME sobre as respostas hipotensora e bradicardica induzida por

EHAO em ratos normotensos nao anestesiados

O efeito hipotensor induzido pelo EHAO foi atenuado em todas as doses (-4.4+1,1; -
2.8+0,2; -3.3+0,4; -4.8+0,9; -6.4+1,2 e -4.6£1,3%, respectivamente) apds a inibicdo da sintese
do NO com L-NAME (20 mg/kg, i.v.), além de bloquear o efeito bradicardico (-0,7+0,2;
0,0+0,5; 0,1+0,9; 1,6+1,6; 0,5+0,5 e 1,4+0,4%, respectivamente) representado no grafico
abaixo (Gréfico 2).

GRAFICO 2 — Efeito do L-NAME sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHAO.
Efeito do L-NAME (20 mg/kg; i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B) induzida
pela administracdo aguda de doses crescentes do EHAO (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v.) em
ratos Wistar ndo-anestesiados (n = 5). * p <0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus controle.
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Fonte: Autora, 2012.
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5.1.3 Efeito da indometacina sobre as respostas hipotensora e bradicardica induzida por

EHAO em ratos normotensos nao anestesiados

No gréfico 3, observa-se que a inibicdo da COX através da indometacina (3 mg/kg,
i.v.) também promoveu atenuagdo do efeito hipotensor do EHAO, reduzindo de maneira
significativa o efeito induzido pelo extrato em todas as doses (-4,0+0,3; -6,6+1,3; -7,9+0,7; -
7,3+0,6; -13,8+1,0 e -13,2+0,4%, respectivamente), além de bloquear o efeito bradicardico
induzido pelo extrato (2,0+0,2; 0,7£0,6; 3,0£1,0; -1,6+0,5; -0,2+0,9 e -1,0+0,6%,

respectivamente).

GRAFICO 3 - Efeito da indometacina sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHAO.
Efeito da Indometacina (3 mg/kg; i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B)
induzida pela administracdo aguda de doses crescentes do EHAO (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg,
i.v.) em ratos Wistar ndo-anestesiados (n = 5). * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus
controle.
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Fonte: Autora, 2012.
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5.1.4 Efeito da atropina sobre as respostas hipotensora e bradicardia induzida por

EHAO em ratos normotensos nao anestesiados

O bloqueio dos receptores muscarinicos induzido pela administracdo de atropina
(2mg/kg, i.v.) reduziu de maneira significativa a hipotenséo (-8,1+0,4; -7,5+0,6; -6,0+ 0,5; -
10,4+1,4; -10,4£1,5 e -9,0+1,2%, respectivamente) e aboliu a bradicardia promovida pelo
extrato (0,0+0,1; 0,0£0,1; -0,1+0,1; 0,0+0,1; -0,1+0,0 e 5,2+0,2%, respectivamente) (Grafico
4).

GRAFICO 4 — Efeito da atropina sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHAO.
Efeito da Atropina (2 mg/kg; i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B) induzida
pela administracdo aguda de doses crescentes do EHAO (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v.) em
ratos Wistar ndo-anestesiados (n =5). * p <0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus controle.
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Fonte: Autora, 2012.
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5.1.5 Efeito do Hexamet6nio sobre as respostas hipotensora e bradicardia induzida por

EHAO em ratos normotensos nao anestesiados

De maneira semelhante, o bloqueio dos receptores ganglionares com hexameténio (30
mg/kg, i.v.) também bloqueou o efeito bradicérdico induzido pelo EHAO (-0,7+0,2; 0,7+0,1;
0,0+0,6; 0,3+0,3; -1,0+0,5 e -0,5+0,3%, respectivamente), além de reduzir significativamente
o efeito hipotensor nas doses de 0,5, 5 e 10 mg/kg (-4.5+1,1 e -5.6+2,4; -12.4+0,6%)

observado no grafico 5.

GRAFICO 5 - Efeito da Hexametdnio sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EHAO.
Efeito da Hexameténio (30 mg/kg; i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B)
induzida pela administracdo aguda de doses crescentes do EHAO (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg,
i.v.) em ratos Wistar ndo-anestesiados (n = 5). * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 versus
controle.
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Fonte: Autora, 2012.
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5.1.6 Efeito anti-hipertensivo induzido por EHAO em ratos SHR nédo anestesiados

A administragdo de uma Unica dose intragéastrica de 300 mg/kg do EHAO produziu
reducdo significativa da PAM, apenas na segunda hora (Grafico 6). EHAO nédo apresentou

efeito significativo sobre a FC. Os valores de PAM e FC antes da administracdo do extrato

foram considerados como 100% (0O h) de atividade.

GRAFICO 6 — Efeito Anti-Hipertensivo do EHAO Efeito do tratamento subcrénico sobre a
PAM e FC, apds a administracdo de salina (controle), apés administracdo de AOHE (300 mg/kg,
v.0.) em ratos SHR (Tratado) n=8. * p < 0,05 e ** p < 0,01 versus controle.
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5.2 Estudo com anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

5.2.1 Efeito do EHAO sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com e

sem o endotélio funcional pré-contraidos com FEN

O EHAO (1 — 1000 pg/mL) promoveu vasorelaxamento de maneira dependente de
concentracdo, em anéis com endotélio funcional de artéria mesentérica superior isolada de
rato, pré-contraidos com FEN (100 pM). A remocdo do endotélio alterou a resposta
vasorelaxante induzida pelo EHAO, como demonstrado pelos valores de Eméx obtidos de
artérias com endotélio intacto (Emax = 52,56 + 3,4 %, n=6) e anéis com endotélio removido
(Emax = 11,51 = 2,9 %, n=6) (Grafico 7). O tempo maximo de estabilizacdo do relaxamento
entre uma concentracao e outra foi de 5 min, com uma duracdo méaxima de relaxamento total
de 30 min.

GRAFICO 7 - Efeito do extrato em anéis de artéria mesentérica superior pré-contraido com
FEN. Curva - concentracgdo resposta de EHAO (1-1000 pg/mL), em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato wistar, pré-contraidos com FEN (100 uM) com endotélio intacto (m) e
sem endotélio (). Os valores estao expressos com média £ e.p.m (n=5). ***p < 0,001.

0n
10+
204

FEN E -
304 -+ FENE +

401

% Relaxamento

0 1 2 3 4
log [EHAQ] pg/mi

Fonte: Autora, 2012.
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5.2.2 Efeito do EHAO sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com e

sem o endotélio funcional pré-contraidos com KCI 80 mM

O relaxamento promovido por EHAO (1 — 1000 pg/mL) foi dependente de
concentracdo, em anéis com endotélio funcional de artéria mesentérica superior isolada de
rato, pré-contraidos com KCI 80 mM. A remoc¢do do endotélio também alterou a resposta
vasorelaxante induzida pelo EHAO, demonstrado pelos valores de Emax obtidos de artérias
com endotélio intacto (Eméx = 33,30 + 3,20 %, n=6) e artérias com endotélio removido
(Emax = -2,39 * 3,2 %, n=6) (Gréfico 8). O tempo maximo de estabiliza¢do do relaxamento
entre uma concentracdo e outra foi de 5 min, com uma duracdo maxima de relaxamento total
de 30 min.

GRAFICO 8 - Efeito do extrato em anéis de artéria mesentérica superior pré-contraido com
KCI 80mM. Curva - concentragdo resposta de EHAO (1-1000 pg/mL), em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato wistar, pré-contraidos com KCI (80 mM) com endotélio
intacto (=) e sem endotélio (7).Os valores estao expressos com média + e.p.m (n=5). ***p<0,001.
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Fonte: Autora, 2012.

Quando comparados os efeitos vasorelaxantes de anéis pré-contraidos com FEN (100
uM) e KCI1 (80 mM), observou-se um efeito mais eficaz em aneis contraido com FEN
(GRAFICO 9).



45

COSTA,C.D. F Resultados

GRAFICO 9 - Efeito do extrato em angis de artéria mesentérica superior pré-contraido com
FEN ou KCI 80mM. Curva - concentracdo resposta de EHAO (1-1000 pg/mL), em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato wistar, pré-contraidos com FEN (m) e com KCI (80
mM) (o)ambos com endotélio intacto. Os valores estdo expressos com média £ e.p.m. (n= 5)
**p<0,01
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6 DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos induzidos pelo extrato
hexanico de Anacardium occidentale Linn. sobre o sistema cardiovascular, bem como
investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nestes efeitos. Para isto, foi realizado
uma abordagem in vivo utilizando o protocolo de medida direta da presséo arterial em ratos
normotensos Wistar ndo anestesiados, e uma abordagem in vitro, utilizando anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos Wistar.

O principal achado deste trabalho foi que a administracdo aguda do EHAO produziu
hipotensdo e bradicardia em ratos normotensos Wistar provavelmente em consequéncia de
uma diminuicdo da resisténcia vascular periférica, em funcdo da ativacdo de receptores
muscarinicos endoteliais, e ativacdo direta e indireta de receptores muscarinicos cardiacos,
respectivamente.

Todos os protocolos in vivo foram realizados com animais nao anestesiados a fim de
se evitar a influéncia da anestesia e do estresse cirrgico nos parametros cardiovasculares
(SMITH; HUTCHINS, 1980; FLUCKIGER et al., 1985), visto que a literatura descreve bem
os efeitos produzidos por anestésicos sobre o sistema cardiovascular, alterando os principais
sistemas de regulacdo da pressdo arterial, como o0 nervoso simpatico e barorreflexo
(FLUCKIGER et al., 1985; DORWARD et al., 1985), induzindo depressdo das sinapses do
sistema nervoso central e promovendo alteracGes das respostas autonémicas (KORNER et al.,
1968; WHITE; MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al., 1982).

Diante da inexisténcia de estudos cardiovasculares mais detalhados do extrato das
folhas de Anacardium occidentale, nossos estudos foram conduzidos inicialmente por uma
abordagem in vivo para caracterizar os efeitos induzidos pelo extrato em ratos normotensos. A
administracdo aguda (i.v.) de doses randémicas do extrato induziu efeito hipotensor
acompanhado de bradicardia de maneira independente de dose. Estes efeitos apresentaram
rapido retorno aos valores basais.

A literatura relata que a estimulagédo de receptores muscarinicos presentes nas células
endoteliais vasculares gera uma intensa vasodilatacdo, apesar da auséncia aparente de
inervacdo colinérgica na maioria dos vasos sanguineos (BRUNNING et al., 1994). Os
receptores envolvidos nesta resposta € 0 M3 (EGLEN; WHITING, 1985; CHOO et al., 1986;
CAULFIELD, 1993; SAWAYER et al., 1999). Esta estimulagdo induz um aumento na [Ca*'];
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nas células endoteliais vasculares, promovendo a formacao e liberacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDEs) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), a exemplo do NO
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) e dos derivados prostandides, PGE;, PGl,. O
endotélio através da liberacdo destes fatores vasoativos apresenta papel fundamental na
regulagdo do ténus da musculatura lisa vascular. O tonus vascular por sua vez desempenha
papel critico na regulacdo fisioldgica da pressdo arterial (MONCADA; PALMER; HIGGS,
1991). Estudos sugerem que o desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo envolvem a
reducdo dos efeitos vasodilatores dependentes de endotélio sobre o tecido vascular
(OJEWOLE, 2006). A existéncia de FRDEs foi postulada por Furchgott e colaboradores
guando eles observaram que acetilcolina relaxava preparacdes adrticas através de mecanismos
dependentes de endotélio (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Sobe condicdes fisioldgicas,
NO é liberado pelas células endoteliais e difunde para as células da MLV adjacente causando
relaxamento (PEREZ-VIZCAINO et al., 1999).

A formacdo do gas NO é catalisada pela enzima dependente de Ca** NO-sintase
(NOS), que catalisa a reacao a partir do aminoacido L-arginina. A natureza lipofilica do NO
facilita a difusdo através das células da musculatura lisa adjacente, estimula GC soluvel
(COHEN; VANHOUTTE, 1995), metabolizando o GTP e transformando-o em GMPc. O
GMPc, por sua vez, ativa a PKG, resultando em ativacdo da bomba de Ca®* no reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) e aceleracdo da recaptacdo de Ca®* para os estoques intracelulares
(CORNWELL et al., 1991); ativacdo dos canais para K*; fechamento dos canais para Ca?*
sensiveis a voltagem e fosforilagdo da MLCK, inativando-a. Todos estes eventos culminam
em vasorelaxamento (FURCHGOTT, 1983; VANHOUTTE et al., 1995), diminuindo assim a
resisténcia vascular periférica. Além desta via dependente de GMPc, alguns trabalhos tém
demonstrado que o NO também pode produzir seus efeitos por uma via independente de
GMPc através da ativacéo direta de canais para K* sensiveis ao Ca*? de grande condutancia
(BKCa) (BOLOTINA et al., 1994; MISTRY; GARLAND, 1998).

As respostas mediadas pelo NO podem ser bloqueadas por analogos da L-arginina, tal
como o N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Este analogo apresenta-se como um
inibidor competitivo da enzima NO-sintase (MONCADA; HIGGS, 1993). O bloqueio da
sintese do NO com L-NAME causa um aumento na resisténcia vascular (REES et al., 1989)
acompanhado por um aumento na pressao arterial e diminuicdo no fluxo sanguineo em varios
leitos vasculares (GARDINER et al., 1990; LEHERA et al., 1991).
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Diante do exposto, a fim de se investigar se FRDEs estariam envolvidos no efeito
hipotensor e bradicardico induzido por EHAO, verificamos a participacdo do NO nestes
efeitos, para isto foi administrado o extrato em ratos normotensos Wistar nao-anestesiado pré-
tratados com L-NAME. O efeito hipotensor induzido por EHAO foi atenuado
significativamente, sugerindo que o extrato possa estar reduzindo a resisténcia periférica total
através da liberacdo de NO a partir do endotélio vascular.

A administracdo de L-NAME também bloqueou a resposta bradicardica. Este efeito é
consistente com os achados in vitro de Mohan & Paterson (2000), que reportaram que o NO
pode reduzir a frequéncia cardiaca e respostas inotropicas positivas causadas por estimulacdes
do sistema nervoso simpatico (SNS) em atrio isolado de porco sugerindo que o NO pode estar
envolvido no efeito hipotensor produzido por EHAO, visto que o NO pode ser sintetizado e
liberado no endocéardio (SCHULZ et al., 1991), miécitos cardiacos (SCHULZ et al., 1992;
BRADY et al., 1993), fibras nervosas cardiacas e neurénios (KLIMASCHEWISKI et al.,
1992), e pode também induzir efeitos negativos na forca de contracdo do miocardio (FINKEL
et al., 1992) e midcitos isolados (BRADY et al.,, 1993). NO ¢ capaz de produzir efeitos
inibitdrios sobre o coracdo através do aumento de GMPc e conseqiiente diminuicdo da [Ca*?]i
(MERY et al., 1991). Portanto, pode-se sugerir que os efeitos do EHAO tém possivel ativacao
da via do NO na regulacédo do tonus vascular e alteracdes da frequéncia cardiaca.

Diante destes resultados decidimos investigar a participacdo de outro FRDE nesta
resposta, a PGIl,. A literatura descreve que a PGIl, é um potente vasodilatador tanto
dependente quanto independente de endotélio (SHULZ; TRIGGLE, 1994) e participa
ativamente no controle local do tdnus vascular. Nos vasos, a PGl, é formada em células
endoteliais vasculares a partir de um aumento na [Ca®*]; que ativam uma seqiiéncia de reacoes
enzimaticas iniciada pela ciclooxigenase do tipo 1 (COX-1) (SMITH, 1992), difundindo-se
até as células musculares. O mecanismo de agéo das PGI, envolve a ativacdo de receptor IP
acoplado a proteina Gs (COLEMAM et al., 1994), ativacdo da ciclase da adenilil e aumento
dos niveis intracelulares de AMPc, promovendo ativacdo da PKA. Esta enzima, por sua vez,
promove aceleracdo da SERCA (recaptacdo de Ca* para os estoques intracelulares); abertura
dos canais para K*; fechamento dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem e fosforilacio da
MLCK, inativando-a. Todos estes eventos levam a uma reducdo da concentracdo [Ca®*]; e
consequentemente vasorelaxamento (SIEGEL et al., 1989; FROLICH, 1990).
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Para avaliarmos se a PGl poderia estar envolvida nas respostas do extrato, 0s animais
foram pre-tratados com indometacina, um potente inibidor nao-seletivo da COX (CLARK;
FUCHS, 1997). Neste protocolo, observamos que o bloqueio com indometacina atenuou
significativamente a respostas hipotensora e bradicardica produzidas por EHAO, sugerindo
que além do NO, possivelmente a PGI, também parece estar envolvida nestes efeitos.

Embora as evidéncias apontem para a possivel participacdo do NO e da PGI; no efeito
hipotensor e bradicardico induzido pelo extrato, ndo podemos descartar a possibilidade de que
outros fatores relaxantes dependentes e independentes de endotélio estejam envolvidos nesta
resposta, fazendo necessarios outros experimentos para elucidar esta participagao.

Como ja foi dito anteriormente, a estimulacdo de receptores muscarinicos em células
endoteliais induz vasorelaxamento através da liberacdo de FRDES, como o NO e a PGl..
Além disso, a regulagdo autonémica primaria da funcdo do nodo sinoatrial é por acdo
parassimpatica (vagal) via estimulacdo de receptores muscarinicos cardiacos (PETERSON et
al., 1984). A estimulacdo destes receptores induz bradicardia intensa seguida de hipotensao
decorrente da reducdo do débito cardiaco (MEDEIROS; SANTOS; DUARTE, 2006). Estes
receptores sao predominantemente do subtipo M, (CAULFIELD, 1993) como demonstrado
por Brodde e Michel (1999) através de estudos farmacolédgicos e moleculares. Apesar de ter
sido relatada a expressao de outros subtipos de receptores muscarinicos, tais como My, M3 e
M, em coracdo de mamifero, eles ainda ndo foram associados a nenhuma resposta funcional
em atrio (STENGEL et al., 2000).

A fim de verificarmos se a participacdo do NO e PGI, nas respostas induzidas pelo
extrato é devido a uma estimulacdo de receptores muscarinicos, no vaso e no coragao,
utilizamos atropina, um antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos
(MITCHELSON, 1984). Apo6s a administracdo da atropina, a resposta hipotensora foi
atenuada, e a bradicardica foi praticamente abolida, sugerindo que possivelmente o extrato
age estimulando receptores muscarinicos.

Com intuito de investigarmos se a agdo do EHAO poderia ser indireta via ativagao
vagal, nés utilizamos o hexametdnio, um blogueador ganglionar (antagonista dos receptores
nicotinicos). Apds a administracdo do blogueador, a resposta bradicardica foi praticamente
blogueada, enquanto que a resposta hipotensora foi atenuada na primeira, terceira e quarta
dose. Estes resultados sugerem que o efeito bradicardico induzido pelo EHAO contribui
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parcialmente com o efeito hipotensor e parece ser devido a uma ativagdo indireta de
receptores muscarinicos cardiacos, possivelmente via ativacdo do nervo vago.

Nossos estudos revelaram que EHAO induziu efeito hipotensor e bradicardico
provavelmente devido a reducdo da resisténcia periférica e do débito cardiaco, considerando
que os farmacos com atividade anti-hipertensiva agem através destes mecanismos
(HOFFMAN, 2006). Objetivamos investigar se o extrato também produzia efeito anti-
hipertensivo, para isto, utilizamos o protocolo de caracterizacdo do efeito sub-crénico da
administracdo de uma Unica dose de 300 mg/kg via oral do extrato em ratos SHR néo
anestesiados. O extrato foi capaz de reduzir significativamente a PAM apenas na segunda
hora, ja a FC ndo apresentou alteracdes significativas, o que sugere que o efeito de EHAO
pode ser devido a uma soma das alteracbes na pré-carga (PAD) e da pos carga (PAS),
indicando que estes efeitos podem ocorrer devido a alteragbes no tonus vascular e na
resisténcia periférica (BERNE e LEVY, 2009; AYELE et al, 2010). corroborando com o0s
achados citados anteriormente.

Para podermos compreender melhor e confirmarmos a natureza do efeito hipotensor
observado nos experimentos in vivo, nés utilizamos uma abordagem in vitro utilizando anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato. O modelo de artéria mesentérica foi escolhido
e ndo aquele com aorta, por considerar que um vaso de condutancia e de grosso calibre tem
um papel limitado nas varia¢6es globais da resisténcia periférica (MULVANY; AALKJAER,
1990). Ja os vasos de pequeno calibre, como é o caso da artéria mesentérica, que apresentam
maior resisténcia e sdo mais amplamente implicados na regulacdo do débito e da pressdo
capilar, refletem melhor as evolugbes da resisténcia periférica global (FOLKOW, 1979;
FOLKOW, 1987).

Em anéis pré-contraidos com fenilefrina, um agonista a-adrenérgico, O EHAQ induziu
vasorelaxamento dependente de concentracdo e dependente da presenca do endotélio intacto.
Estes resultados corroboram com nossos estudos in vivo, onde a resposta hipotensora e
bradicérdica tém possivel participacdo de EDRFs, e com estudos anteriores conduzidos em
aorta isolada de rato, onde o extrato das folhas de Anacardium occidentale produziu efeito
relaxante dependente de endotélio (RUNNIE et al., 2004).

O endotelio é imprescindivel na regulacéo da presséo arterial e fluxo sanguineo local,
pois exerce o controle de diversas funcdes celulares e moleculares, incluindo atividade

contratil e proliferativa da musculatura lisa vascular, sendo responsavel pela regulacdo e
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manutencdo da homeostase do sistema vascular mediado pela liberacdo fatores
vasoconstritores e EDRFs (GARLAND et al., 1995; BUSSE et al., 2002), como o NO, PGl; e
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio ainda ndo caracterizado — FHDE (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006). Com o objetivo de verificar a participagdo dos EDRFs no efeito
vasorelaxante induzido pelo EHAO foram realizados experimentos com anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, na auséncia do endotélio funcional. Apds a remocao
mecanica do endotélio, o EHAO ndo induziu efeito vasorelaxante significativo, demonstrando
que o vasorelaxamento induzido € dependente do endotélio funcional e provavelmente devido
a uma acdo direta do extrato no musculo liso vascular.

A fenilefrina é um agonista seletivo dos receptores aj-adrenérgicos, a estimulacédo
farmacomecanica ativa a via da PLC iniciando uma cascata de eventos que ira promover
aumento das concentraces de Ca** no meio intracelular, culminando em contragdo da MLV.
Estes receptores estdo acoplados a proteina Gg11 € ap6s a ativagdo da PLC esta enzima
catalisa a hidrdlise do PIP, em IP; e DAG, o IP; ativa os receptores do reticulo
sarcoplasmatico (compartimento intracelular de estoque de Ca®*), promovendo a liberacéo de
Ca®* no citosol. O DAG juntamente com a elevacéo do Ca®* promove a ativacio da PKC, que
promove a fosforilacdo de enzimas envolvidas no processo contrétil, como a MLCP inibindo
(MCCARRON et al., 2003; THORNELOE; NELSON, 2005; SALAMANCA; KHALIL,
2005). Deste modo, pode-se sugerir que 0 EHAO pode estar inibindo alguma etapa do
processo contratil induzido por FEN mediado por EDRFs.

Uma vez verificado que o EHAO promove vasorelaxamento frente a contracdo por
estimulagdo farmacomecanica, buscou-se avaliar a acdo do mesmo sobre uma contragdo por
estimulagdo eletromecanica, por despolarizagdo celular. A literatura relata que a elevagdo da
concentracio de K* nas células de musculo liso, promove despolarizagdo de membrana, por
abertura dos Ca, e consequente aumento do influxo de Ca** para o meio intracelular,
promovendo uma contragdo sustentada (SOMLYO; SOMLYO, 1994; GODFRAIN, 1983;
GODFRAIN, 2005). E possivel reduzir esta resposta contratil por meio da inibicdo dos Cay,
promovendo nestas condicdes vasorelaxamento (GODFRAIN, 2005). Portanto, avaliou-se o
efeito do EHAO em anéis pré-contraidos com a solucdo despolarizante de KCI 80 mM,
observamos que semelhantemente ao resultado obtido com o agente contracturante FEN, o
extrato promoveu relaxamento de maneira dependente de concentracdo e dependente da

presenca do endotélio funcional. Estes resultados apresentam um forte indicio de que a
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vasodilatagdo possa envolver um passo comum na via de sinalizagéo celular, visto que ambos
agentes contraturantes utilizados promovem aumento citosélico dos niveis de Ca®* (GALICIA
et al., 2008). Possivelmente, o0 mecanismo vasodilatador do EHAO envolva a inibi¢do do
influxo de Ca?* através do bloqueio dos canais para Ca’* dependentes de voltagem ou inibicao
da liberacéo de Ca®* dos estoques intracelulares.

Testes quimicos qualitativos do EHAO revelaram a presenca de alcaloides, saponinas
e polifendis (TEDONGA; DZEUFIET; DIMO, 2007). Convém mencionar gque as saponinas e
os polifendis sdo descritos na literatura por estimular a liberacdo de NO das células
endoteliais vascular induzindo relaxamento da musculatura lisa vascular (KAMADY AAPA et
al., 2009).

Os resultados em conjunto sugerem que EHAO induz efeito hipotensor e bradicardico,
o efeito hipotensor é causado pela reducdo da resisténcia vascular periférica, provavelmente
através da liberacdo de EDRFs, o NO e derivados prostandides, interferindo na [Ca?']; por
inibicdo do influxo e liberagdo de Ca®* dos estoques intracelulares, através da ativacdo direta
ou indireta de receptores muscarinicos na MLV e em parte por reducdo do débito cardiaco. O
efeito bradicardico parece ser devido a uma ativacdo indireta de receptores muscarinicos
cardiacos, via ativacao do nervo vago. O extrato também produziu atividade anti-hipertensiva

possivelmente por reduzir a resisténcia vascular periférica.
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7 CONCLUSOES

Os estudos dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo extrato hexanico das folhas de

Anacardium occidentale sugerem que:

EHAO produz efeito hipotensor e bradicardico em ratos normotensos néo-
anestesiados;

A hipotensdo parece ser majoritariamente por diminuicdo da resisténcia vascular
periférica em decorréncia da vasodilatacdo promovida pela liberacdo de NO e
derivados prostandides, direta ou indiretamente por ativacdo de receptores
muscarinicos endoteliais e, somada a uma diminuicdo transitoéria do débito cardiaco
em funcdo da bradicardia;

A bradicardia parece ser devido a ativacdo indireta de receptores muscarinicos
cardiacos através da liberacdo de acetilcolina do nervo vago;

EHAO produz efeito vasorelaxante em artéria mesentérica superior isolada de rato

dependente de endotélio vascular.
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