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RESUMO

A doenca cardiovascular constitui uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em mulheres apés a menopausa, a deplecao de estrégenos em especial do 17-
B estradiol é considerada um fator condicionante. Atualmente tem-se buscado nos estudos
com fitoestr6genos uma possivel alternativa para melhorar o tratamento dessa enfermidade,
uma vez que a terapia de reposicdo hormonal traz prejuizos a pacientes com cancer de
mama ou Utero. Dentre os varios fitoestrégenos existentes procuramos avaliar a atividade
cardiovascular de diosgenina, fitoestrégeno presente em espécies do género Dioscorea que
possui estrutura semelhante ao estradiol e é usado para sintese em larga escala de
diferentes hormonios esteroidais. O objetivo do presente estudo foi investigar se o efeito
relaxante induzido por diosgenina, seria alterado pelo estradiol e verificar se a diosgenina e
o estradiol modulavam o ténus basal de anéis mesentéricos. Para tanto utilizou-se artéria
mesentérica superior isolada de ratos Wistar de forma que as mesmas foram seccionadas
em anéis e esses postos em um sistema de cubas para 6rgaos isolados. Foi constatado
inicialmente que concentragfes de diosgenina administradas cumulativamente as cubas ndo
alteraram o tonus basal destes anéis, tanto na auséncia como na presenca do endotélio
funcional. Resultados similares foram obtidos com a administracdo cumulativa de
concentracdes crescentes de 17-f estradiol o que sugere que diosgenina ou 17-f estradiol
parecem ndo modificar o tdnus basal de artéria mesentérica superior isolada de rato. A
administracdo de concentracdes crescentes de diosgenina ou 17-f estradiol induziu um
relaxamento dependente de concentracdo na presenca do endotélio e na auséncia do
mesmo, sugerindo que a diosgenina, assim como o 17-B estradiol, apresentam efeito
relaxante dependente e independente de endotélio funcional. O efeito relaxante mediado por
concentragbes crescentes de diosgenina foi significantemente potencializado apés a
incubacdo da preparacgéo por trinta minutos com o 17-f estradiol o que sugere que o 17-
estradiol é capaz de potencializar o relaxamento induzido por diosgenina em artéria
mesentérica superior isolada de rato na presenca e na auséncia do endotélio. Entretanto,
estudos posteriores sdo necessarios para melhor elucidar o mecanismo de ag¢éo envolvido
nesta potencializagéo.

PALAVRAS-CHAVES - diosgenina, vasorelaxamento, estradiol
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ABSTRACT

Cardiovascular disease is a major cause of morbidity and mortality in post-
menopausal women, estrogen depletion in particular 17-B estradiol a conditioning
factor.Currently researchers have attempted, in studies with phytoestrogens, an
alternative to improve the treatment of this illness, since hormone replacement
therapy harms to patients with breast or uterine cancer. Among various existing
phytoestrogens tried to assess the cardiovascular activity of diosgenin, found in
species of the genus Dioscorea that has similar structure to estradiol and
phytoestrogen is used for large scale synthesis of various steroid hormones. The
purpose of this study was to investigate whether the relaxing effect induced by
diosgenin, would be altered by estradiol and verify whether diosgenin and estradiol
would modulate the basal tonus of mesenteric rings.To do this were used the
superior mesenteric artery, isolated from Wistar rats, then they were cut into rings
and putted inside a system of tanks for isolated organs. Was initially discovered that
concentrations of diosgenin dosed cumulatively to the organ chambers did not modify
the basal tonus of these rings, both in the absence and on the presence of a
functional endothelium. Similar results were collected after administration of
increasing cumulative doses of 17-f estradiol diosgenin, which suggests that 17-
estradiol not seem to modify the basal tonus of superior mesenteric artery isolated of
rats. The administration of increasing concentrations of diosgenin or 17- estradiol
induced a concentration-dependent relaxation of endothelium, both in the presence
and absence of the same, that suggests diosgenin, as well as 17-B estradiol, have
dependent and independent relaxant effect of functional endothelium . The relaxation
effect mediated by increasing concentrations of diosgenin was significantly
potentiated after the thirty minutes incubation with the 17-f estradiol which suggests
that 17-B estradiol is capable of enhancing the relaxation induced by diosgenin in
superior isolated mesenteric artery of a rat in the presence and absence of the
endothelium. However, further studies are required to clarify the action mechanism
involved in this enhancement.

Keywords: diosgenin, vasorelaxation, estradiol
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1 INTRODUCAO

A doenca cardiovascular constitui uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em mulheres apdés a menopausa, ultrapassando o total de Obitos
causados por cancer. No Brasil, as doencas circulatérias representam a causa
principal de morbidade e mortalidade (REVISTA PORTUGUESA DE
CARDIOLOGIA., 2013).

Estudos experimentais vém colaborando para o melhor entendimento dos
processos envolvidos no aumento do risco cardiovascular ap6s a menopausa
(SHWAERY et. al., 1997). Estes estudos sugerem que o principal mecanismo de
cardioprotecdo dos estrogenos seria a preservacdo da funcdo endotelial, pela
inibicdo da proliferacdo da célula muscular lisa, das acdes antioxidantes e da
melhora da reatividade vascular, 0os quais induziriam um melhor equilibrio na funcao
vasodilatadora/vasoconstrictora, com consequente diminuicdo dos  riscos
cardiovasculares (LIMA et. al., 2001).

A hipertensédo arterial, associada a pds-menopausa, aumenta 0 risco de
doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca
congestiva, doenca vascular periférica e aneurisma dissecante da aorta (LIMA,
2001).

As mulheres, antes da menopausa, SG0 menos susceptiveis a hipertenséo e
a doencas cardiovasculares do que os homens na mesma faixa etaria (ROETERS,
2002 e WENDY, 2011). Entretanto, ap0s a menopausa, a incidéncia de doencas
coronarianas e a hipertensdo sédo aceleradas nas mulheres comparadas com 0s
homens da mesma idade (RECKELHOFF, 2001), sugerindo que o 17-3 estradiol
(principal estrogénio liberado pelos ovarios) possui um importante papel na
prevencao destas doencas cardiovasculares.

Estudos relatam que mulheres na péds-menopausa, portadoras de
hipertensédo arterial essencial, quando submetidas a reposicdo com estrogénios,
apresentam melhora de seu quadro hipertensivo. A elevacdo da pressao sistélica
relaciona-se a aterosclerose, principalmente das grandes artérias, e também a
caréncia estrogénica que ocorre desde o inicio da faléncia gonadal (LIMA, 2001).

E importante ressaltar que os principais estrégenos produzidos pela mulher
sao o estradiol (E>), a estrona (E1) e o estriol (E3), sendo a estrona e o estriol (que

exibem baixa afinidade pelas isoformas a e 3 do receptor do estrogénio) produzidos
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em maior parte no figado a partir do estradiol e no tecido adiposo a partir
androstenodiona, esteréide da supra-renal (DIAS, 2006).

O 17-B estradiol (estradiol) € um estrogeno enddgeno produzido pela mulher
capaz de ativar canais de potassio ativados por célcio de larga condutancia (BKcsicio).
Além disso, em concentracao fisiologicamente relevante (na faixa de nanomolar),
este hormonio ativa a adenilato ciclase, melhora o relaxamento e reduz a contragao
em artéria coronaria de suinos (WENDY et. al, 2011).

A terapia de reposicdo estrogénica diminui o risco de enfermidade
cardiovascular por melhorar o perfil lipidico (reduzir os niveis circulantes de c-LDL e
aumentar a concentracdo plasmatica de c-HDL), modulacdo do funcionamento
endotelial, sintese de prostaciclina e Oxido nitrico e diminuicdo da agregacao
plaquetéria e do fibrinogénio (MARQUES et. al., 2006).

E bem reportado na literatura que a suplementacdo do estrogénio causa
relaxamento em vasos pré-contraidos na auséncia do endotélio funcional, incluindo
artéria mesentérica (SHAW, 2000), coronaria (MUGGE, 1993) e aorta (JIANG,
1991). A terapia de reposicdo hormonal alivia os desconfortos da menopausa,
porém, é perigosa para mulheres com suspeita ou diagnostico de cancer de mama e
de utero (ZHOU et. al., 2008).

Varios efeitos adversos atribuidos aos estrdgenos naturais e sintéticos tem
limitado o uso deles na terapia de reposicdo hormonal e este fato vem contribuindo
para o desenvolvimento de substancias alternativas. Com o intuito de se buscar uma
substancia alternativa que possua propriedades benéficas semelhantes ao
estrogeno e com menos efeitos colaterais, faz-se necessario pesquisar substancias,
como por exemplo, os fitoestrogenos, que sdo produtos derivados de plantas e que
possuem semelhanca estrutural ao estradiol.

Os fitoestrégenos, compostos presentes em uma variedade de produtos e
consumidos na dieta (ex: soja, Glycine hispida), sdo considerados atualmente uma
nova opc¢ao para a reposicdo hormonal e estdo sendo usados como uma fonte
alternativa para a terapia de reposicdo hormonal (TRH) em mulheres durante a
menopausa (ALICE et. al., 2004).

Dentre os varios fitoestrégenos existentes, procuraremos estudar a atividade
cardiovascular de diosgenina. Este fitoestrdgeno possui estrutura semelhante a
progesterona e ao estradiol, principal estrégeno produzido pelo ovario, e é utilizada

para sintese em larga escala industrial de diferentes hormonios esteroidais, como
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por exemplo a progesterona (ALICE et al., 2004). A diosgenina possui Vvarias
atividades farmacoldgicas, dentre elas: retarda a progressdo da osteoporose
(HUGHES et al., 2001); possui acado hipocolesterolémica em ratos (JUAREZ-
OROPEZA et al.,, 1987); efeito relaxante independente de endotélio em artéria
coronéria de porco via sinalizacdo da cascata da proteina cinase G (PKG) e ativacdo
do canal BK¢acio (ALICE et al., 2004) e efeito vasorelaxante em artéria mesentérica
superior isolada de rato dependente e independente do endotélio vascular.

Diante da emergente correlacdo entre a terapia de reposicdo hormonal em
mulheres apds a menopausa, utilizando fitoestrogenos, e a diminuicdo de doencas
no sistema cardiovascular, se fazem necessarios estudos adicionais sobre o papel
destes fitotestrogenos, em especial a diosgenina, em artéria mesentérica de rato,
tentando elucidar possiveis alvos terapéuticos para o tratamento de enfermidades
cardiovasculares tais como: hipertensdo, vasoespasmos, aterosclerose, dentre
outras.

Adicionalmente este estudo também almeja contribuir para os estudos
farmacolégicos da familia Dioscorea e em particular do género Dioscorea

dodecaneura.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Muitas evidéncias apontam as plantas medicinais como a mais antiga e
principal forma de medicacéo difundida no mundo. Até o ultimo século, a maioria dos
medicamentos foi derivada de plantas ou de fonte animal (MCNEILL; JURGENS,
2006).

Desta forma, as plantas pelas suas propriedades terapéuticas ou toxicas,
adquiriram fundamental importancia na medicina popular. A flora brasileira é
riquissima em exemplares que séo utilizados pela populacéo para fins medicinais.
Toda planta que é administrada de alguma forma e, por qualquer via ao homem ou
animal exercendo sobre eles uma acdo farmacologica qualquer € denominada de
planta medicinal (CRAVO, 1999). Além disso, as plantas medicinais sempre foram
objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obtencdo de principios
ativos.

Assim como as plantas medicinais sdo utilizadas na terapéutica, temos
também produtos derivados de plantas que sdo amplamente usados na clinica,
como por exemplo, os fitoestrogenos. Essas substancias s&@o consideradas
atualmente uma fonte alternativa para a terapia de reposi¢do hormonal (TRH) em
mulheres durante a menopausa (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Dentre os varios fitoestrégenos existentes, procuramos estudar a atividade
cardiovascular de diosgenina (figura 1), que do ponto de vista quimico, é
caracterizada como uma sapogenina esteroidal com peso molecular 414 presente
em varias espécies do género Dioscorea, dentre elas, Dioscorea caynensis,
Dioscorea composita e Dioscorea dodecaneura, sendo esta U(ltima conhecida
popularmente como inhame, uma raiz bastante consumida pela populacéo
nordestina (ALICE et. al., 2004, DIAS et. al., 2006).

Figura 1 Estrutura Quimica da Diosgenina

HO

Fonte: PATER, K. et al., 2012
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Este fitoestrogeno possui estrutura semelhante a progesterona e ao estradiol,
principal estrégeno produzido pelo ovario (figura 2) e é utilizada para sintese em
escala industrial de diferentes hormoénios esteroidais, incluindo progesterona e
noretisterona (ALICE et al., 2004).

Figura 2 Estrutura quimica da diosgenina, progesterona e estradiol.

Ll oy " o

cHy Ll K. l ] ]
e S T o S
Diosgenina Progesterona Estradiol

Fonte: DIAS, K. L. G., 2006
Dias (2006) em uma avaliacdo da toxicidade aguda da diosgenina em

camundongos obteve 0s seguintes resultados: em grupos de camundongos machos
e fémeas, diosgenina na dose de 100 mg/Kg foi administrada na veia caudal destes
animais e nao provocou nenhuma alteracdo macroscopica e nem alteracdo do peso
dos 6rgéos vitais avaliados: coracéo, figado e rim durante os 14 dias de observacao.
Durante as 72 horas apés a administracdo desta dose de diosgenina, ndo foi
observada morte de nenhum camundongo, sugerindo que esse fitoestrégeno parece
nao apresentar nenhuma atividade téxica na dose testada.

Ainda em 2006, Dias observou que diosgenina induz efeito vasorelaxante
dependente de endotélio em anéis de artéria mesentérica superior de rato
normotenso mediado pela liberacdo de Oxido nitrico através de ativacao de
receptores muscarinicos e uma possivel ativacdo dos canais para K* sensiveis a
voltagem (K, ), sensiveis ao ATP (Katp) € sensiveis ao célcio de larga condutancia
(BKcarcio)- Assim como, os efeitos relaxantes independentes do endotélio funcional
induzidos pelo fitoestrégeno parecem envolver o bloqueio dos canais para Ca?'
operados por voltagem nas maiores concentracdes (1 e 2 mM) e a inibicdo da
liberagéio de Ca** dos estoques intracelulares sensiveis a trifosfato de inositol (IP3) e
cafeina nas menores concentragées (2x10° M — 7x10™ M).

O efeito vasorelaxante observado pode ser responsavel, pelo menos em

parte, pelo efeito hipotensor observado nos experimentos in vivo. Além disto,
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diosgenina apresentou atividade hipotensora e taquicardica em animais
normotensos que parece néo envolver a participacdo da via L-arginina-NO-GMPc.
Por outro lado, diosgenina ndo foi capaz de baixar os niveis de pressao arterial de
ratos hipertensos 2R1C e hipertensos L-NAME, quando comparados com seus
respectivos controles.

Evidéncias epidemioldgicas indicam que as mulheres na pré-menopausa
tém uma menor incidéncia de doencas cardiovasculares em comparacdo com
mulheres na pds-menopausa, € homens de idade igual. Isto é suportado pela
evidéncia de que a terapia de reposicdo de estrogénio reduz o risco de doenca
cardiovascular em mulheres na po6s-menopausa em cerca de 50% (ROSSELLI et.
al., 1995).

Estudos realizados em aortas de ratos e coelhos mostraram que a liberacdo
de oxido nitrico foi maior nas mulheres do que nos homens, sugerindo que a sintese
de 6xido nitrico € regulada por estrogénios (HAYASHI et al., 1992; KAUSER e
RUBANYI , 1994 ). Além disso, o tratamento com 17-8 estradiol em curto e em longo
prazo de células endoteliais arteriais humanas e de animais cultivadas mostrou que
17-B estradiol estimula a atividade da sintase de 6xido nitrico endotelial ( eNOS ) ,
levando a um aumento da producao de éxido nitrico (HAYASHI et al., 1995; LANTIN
- HERMOSO et al., 1997; STEFANO et al., 2000) . Adicionalmete, varias
observacdes sugerem que a producdo de oOxido nitrico, sintetizado e liberado do
endotélio, era dependente do sexo (HAYASHI et al., 1992; . KAUSER e RUBANYI ,
1994; KNOT et al., 1999) .

E importante ressaltar que o 17- estradiol, principal estrogeno produzido
pela mulher apresenta ndo s6 acdo genbmica classica mediada por receptores
nucleares e tirosina cinase, como também acdo aguda e ndo gendmica em musculo
liso vascular de ratos, e que este efeito agudo sobre o sistema vascular pode
promover uma protecdo ndo apenas em ratas mais também em ratos (WENDY et.
al., 2005).

Bell (1995) demonstrou que o relaxamento endotélio-dependente, mediado
pelo 6xido nitrico, das artérias coronarias é reforcado por exposicdo de um dia para
o outro, a 10°M de 17-B estradiol . Além disso, tem sido relatado que o relaxamento
dependente do endotélio de artérias coronarias e outras é reforgcado apds exposicao
cronica (MILLER e VANHOUTTE, 1991; GISCLARD et al., 1988.) ou aguda
(WILLIAMS et al., 1992; GILLIGAN et al., 1994), do animal ao estrogénio, bem
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como apols a exposicao direta de vasos de animais durante a noite a niveis

fisiolégicos de estradiol.
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3 OBJETIVOS

Diante dos efeitos benéficos observados pelo estradiol relacionados com a
diminuicdo de doencas cardiovasculares, e de uma acdo vasorelaxante da
diosgenina, o objetivo desse trabalho foi investigar se o efeito do relaxamento
induzido por diosgenina em artéria mesentérica de rato seria alterado apos a
administracdo de 17-B estradiol. Além disso, procuramos avaliar se estradiol e

diosgenina modulavam o ténus basal destas artérias.
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4 MATERIAIS

4.1 Animais

Foram utilizados para todos os experimentos ratos normotensos Wistar
(Rattus norvegicus), pesando entre 200 e 300 g, provenientes do Biotério Prof.
Thomas George do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Estes animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas de temperatura
(21 £ 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 — 18 horas), tendo
livre acesso a alimentacdo e agua. Todos os animais foram sacrificados, seguindo
os principios de cuidados com animais, aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do CBIOtec/UFPB, parecer n°® 0609/10.

4.2 Substancias utilizadas

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
substéancias: Cloridrato de L (-) fenilefrina (Sigma), cloritrato de acetilcolina (Sigma),
17 B-estradiol (Sigma) e diosgenina. O 17-B estradiol foi solubilizado em dimetil
suféxido e a diosgenina em cremofor. Solucdes-estoque de ambos foram
preparadas antes dos experimentos. Todas as solu¢des foram mantidas a 0° C e
guando necessario, as drogas foram diluidas em agua destilada para os

experimentos in vitro.

4.3 Sais utilizados

Para a preparacao das solucdes fisiolégicas foram utilizados os seguintes
sais: cloreto de sédio (NaCl) (MERCK), cloreto de potassio (KCI) (MERCK), cloreto
de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) (MERCK), sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS0,4.7H,0) (MERCK), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0)
(MERCK), glicose (C¢H1206) (MERCK) e bicarbonato de sédio (NaHCO3) (Sigma).
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5 METODOS

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizada uma forma de abordagem
in vitro com preparacdes de artéria mesentérica superior isolada de rato para avaliar
o efeito biolégico da diosgenina e estradiol. Os ensaios farmacologicos foram
realizados nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular

da Universidade Federal da Paraiba.
5.1 Preparacdao dos tecidos vasculares

Na realizacdo do presente estudo utilizou-se artéria mesentérica superior
isolada de ratos com ou sem endotélio funcional. Para tanto, os ratos foram
eutanasiados por deslocamento cervical, a artéria em questdo foi identificada,
colocada em uma placa de Petri contendo solucéo fisiol6gica de Tyrode a 37°C e
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,), para disseccéo
com retirada do tecido adiposo. Posteriormente, seccionou-se a artéria em anéis
medindo de 1 a 2 mm, que foram suspensos em haste de metal por fio de algodéo,
colocados em cubas para 6rgéos isolados também contendo mistura carbogénica e
10 mL de solucéo fisiologica de Tyrode. A fim de se obter anéis sem endotélio
funcional, realizou-se leve atrito entre as paredes deste e a haste de metal. A tenséo
produzida pela artéria foi mensurada em gramas (g) e registrada através de um
transdutor acoplado a um sistema de aquisi¢do. Os anéis foram submetidos a uma
tensdo constante de 0,75 g por um periodo de estabilizacdo de uma hora, trocando-
se a solucdo a cada 15 minutos. Ao final deste periodo, adicionou-se 10° M de
fenilefrina em cada cuba, e sob o componente tdnico da contracdo obtida por esse
agente contracturante foi adicionado 10° M de acetilcolina, a fim de verificar a
percentagem de endotélio presente em cada anel. Foram considerados com
endotélio os anéis que apresentavam relaxamento superior a 90% e sem endotélio
0S aneéis que apresentavam relaxamento inferior a 10%. Apos a verificagdo do
endotélio, os anéis foram lavados com solucdo de Tyrode para remocdo das
substéancias e estabelecimento do tbnus basal. Em seguida, algumas substancias
foram incubadas, conforme os protocolos experimentais.

Neste estudo, foram utilizados ratos porque, segundo WENDY et. al. em

2005, a artéria mesentérica superior destes animais, que foi o leito vascular utilizado,
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€ mais sensivel aos efeitos modulatérios do estradiol do que as artérias

mesentéricas superiores de ratas.

5.2 Protocolos experimentais

5.2.1 Avaliacao do efeito de diosgenina ou 17-B estradiol sob o tonus basal de
artéria mesenteérica superior isolada de rato na presenca e na auséncia do

endotélio vascular

Apés um periodo de 60 minutos de estabilizacdo das preparacoes,
concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10°®, 2x107°, 7x107°, 2x10™, 7x10°
4102 e 2x10° M) ou 17-B estradiol (107°, 10°, 108, 107, 10°, 10°, 10* M) foram
adicionadas cumulativamente sob o tdnus basal destas preparacdes. As respostas
obtidas na auséncia destas substancias (basal) foram comparadas com aquelas
obtidas na presenca das mesmas em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de rato na presenca e na auséncia do endotélio funcional.

5.2.2 Avaliagdo do efeito vasorelaxante induzido pela diosgenina ou 17-B

estradiol em artéria mesentérica superior pré-contraida com fenilefrina

Apos um periodo de 60 minutos de estabilizacdo das preparacoes,
concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10®, 2x107°, 7x107°, 2x10™, 7x10°
4 10 e 2x10° M) ou 17-B estradiol (10, 10, 10®, 107, 10° 10°, 10* M) foram
adicionadas cumulativamente aos anéis mesentéricos pré-contraidos com fenilefrina
(10° M). O efeito vasorelaxante de diosgenina e do 17-B estradiol foi avaliado em
anéis de artéria mesentérica com endotélio funcional intacto e em anéis com o
endotélio funcional removido. Os valores de pD, (-log CEsp) das curvas individuais
na presenca e na auséncia do endotélio funcional foram analisados (ver tépico

referente a andlise estatistica).

5.2.3 Efeito do relaxamento induzido por diosgenina apos administragdo do 17-

B estradiol
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Apés um periodo de 60 minutos de estabilizacdo das preparacdes, 0s anéis
de artéria mesentérica superior foram incubados com 17- B estradiol (10 M) por 30
minutos, em seguida uma contracdo com fenilefrina (10 M) foi induzida e sob a fase
ténica dessa contracdo, concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10°°,
2x10°, 7x107°, 2x10™, 7x10™, 10° e 2x10° M) foram adicionadas cumulativamente
as preparacgfes. O efeito vasorelaxante de diosgenina, apds administracdo de 17-
estradiol por 30 minutos, foi avaliado em anéis de artéria mesentérica com endotélio
funcional intacto e em anéis com o endotélio funcional removido. Os valores de pD-
(-log CEsp) das curvas individuais na presenca e na auséncia do endotélio funcional

foram analisados (ver topico referente a andlise estatistica).
5.3 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.).
Para estudar o efeito vasorelaxante induzido por diosgenina e 17-f estradiol, dois
parametros farmacolégicos foram analisados: A eficacia farmacologica (Emax,
resposta maxima induzida pela substéncia) e a poténcia farmacologica (pD»,
logaritmo negativo da concentracdo em molar de uma substancia que induz 50% do
efeito maximo, - logCEsy).

As andlises estatisticas foram feitas utilizando teste “t” de Student. Foram
considerados significativos os valores de p < 0,05. O programa utilizado para andlise
dos dados foi Graph Pad Prism 5.0.



23

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito de diosgenina ou 17-B8 estradiol sob o ténus basal de artéria
mesentérica superior isolada de rato na presenca e na auséncia do endotélio

vascular

A administracdo cumulativa de concentracdes crescentes de diosgenina
(2x10°°, 7x10°°, 2x10°, 7x10°, 2x10™, 7x10™, 102 e 2x10° M) em anéis de artéria
mesentérica superior com endotélio funcional ndo alterou o tébnus basal desta
preparacao (figura 3). Do mesmo modo, ap6és a remocdo do endotélio funcional,
concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10°®, 2x107°, 7x107°, 2x10™, 7x10°
4 10° e 2x10° M) também ndo foram capazes de alterar o tonus basal destas
preparacdes (figura 4). Resultados similares foram observados apés administracéo
cumulativa de concentracdes crescentes de 17-8 estradiol (10™°, 10, 10®, 107, 10°
® 10°, 10* M) na presenca do endotélio funcional (figura 5) e apés a remocéo do
mesmo (figura 6). Estes resultados em conjunto sugerem que diosgenina e o 17-
estradiol parecem ndo modificar o tdnus basal de artéria mesentérica superior

isolada de rato.

Figura 3 Efeito de concentracdes crescentes de diosgenina (2x10'6 - 2x10° M) sob o tdnus
basal de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na presenca do endotélio
vascular (n=6).
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Figura 4 Efeito de concentracfes crescentes de diosgenina (2x10'6 - 2x10® M) sob o tdnus
basal de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do endotélio
vascular (n=8).
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Figura 5 Efeito de concentracdes crescentes de 17-B estradiol (10'°-10" M ) sob o ténus basal
de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na presenca do endotélio vascular
(n=5).
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Figura 6 Efeito de concentracdes crescentes de 17-f estradiol (10'10— 10 M) sob o ténus basal
de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na auséncia do endotélio vascular
(n=5).
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6.2 Avaliacdo do efeito vasorrelaxante induzido pela diosgenina ou 17-8

estradiol em artéria mesentérica superior pré-contraida com fenilefrina

A administracdo cumulativa de concentracdes crescentes de diosgenina
(2x10°°, 7x10°°, 2x107°, 7x10°, 2x10™*, 7x10®, 10° e 2x10° M) em anéis de artéria
mesenteérica superior com endotélio funcional induziu um relaxamento dependente
de concentracdo com Euax= 77+4,6 % (figura 7). Do mesmo modo, ap0s a remogao
do endotélio funcional, concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x107,
2x107°, 7x107°, 2x10™, 7x10*, 103 e 2x10° M) também induziram um relaxamento
dependente de concentragdo com Eyax= 66+10,9 % (figura 8). Esses resultados
sugerem que diosgenina apresenta efeito relaxante dependente e independente do
endotélio funcional. Os mesmos vao ao encontro dos resultados obtidos por DIAS
(2007) que demostraram que diosgenina induz efeito vassorelaxante dependente de
endotélio em anéis mesentéricos de ratos normotensos, mediado pela liberacdo de
oxido nitrico através da ativacdo de receptores muscarinicos e uma possivel
ativacdo de canais para K*. Além de efeitos relaxantes independentes do endotélio
funcional que envolvem bloqueio dos canais para Ca** operados por voltagem.

Resultados similares foram observados ap6s administracdo cumulativa de
concentracdes crescentes de 17-B estradiol (10™°, 10°, 10%, 107, 10°, 10°, 10* M)
na presenca do endotélio funcional com Epix= 66,1+4,7 % e ap0s a remocao do
mesmo com Evax= 73,5+11,6 % (figura 9). Mostrando que assim como diosgenina
17-p estradiol, apresenta um efeito relaxante dependente e independente do
endotélio funcional. Estudos de Andersen (1999) mostraram que os efeitos agudos
do vasorelaxamento de 17- estradiol sdo mediados através de vias de endotélio e
oxido nitrico-dependentes. Segundo Wendy (2011) o 17-8 estradiol é capaz de ativar
canais de potassio ativados por célcio de larga condutancia (BKcacio) € ativar a
adenilato ciclase, melhorando o relaxamento e reduzindo a contracdo em artéria
coronaria de suinos. Além disso, vem sendo relatado na literatura que a
suplementacdo do estrogénio causa relaxamento em vasos pré-contraidos na
auséncia do endotélio funcional, incluindo artéria mesentérica (SHAW, 2000),
coronaria (MUGGE, 1993) e aorta (JIANG, 1991).
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Figura 7 Efeito de concentracBes crescentes de diosgenina (2x10'6 - 2x10° M) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN (10° M) na presenca do
endotélio vascular (n=7).
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Figura 8 Efeito de concentracdes crescentes de diosgenina (2x10"6 - 2x10° M) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN (10 M) na auséncia do
endotélio vascular (n=7).
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Figura 9 Efeito de concentracdes crescentes de 17-B estradiol (10'°= 10" M ) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN (10° M) na presenca e na
auséncia do endotélio vascular (n=6).
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6.3 Efeito do relaxamento induzido por diosgenina ap6s administracdo do 17-8
estradiol

Concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10°, 2x10°, 7x107°,
2x10*, 7x10™, 10° e 2x10° M) promoveram um relaxamento em anéis de artéria
mesentérica superior com endotélio funcional com pD,= 3,3+0,09 e este efeito
relaxante foi significantemente potencializado apos administracdo de 17-f estradiol
(10™* M) por 30 minutos (pD,= 4,1+0,009*** *p<0,05) (figura 10). Do mesmo modo,
apos a remocdo do endotélio funcional, o efeito relaxante induzido por
concentracdes crescentes de diosgenina (2x10°, 7x10®, 2x107°, 7x107°, 2x10™, 7x10°
4 107° e 2x10° M) (pD2=3,4+0,09) também foi significantemente potencializado ap6s
administracéo de 17-B estradiol (10 M) por 30 minutos (pD,= 4,1+0,009***, *p<0,05)
(figura 11), sugerindo que o 17-B estradiol é capaz de potencializar o relaxamento
induzido por diosgenina em artéria mesentérica superior isolada de rato na presenca
e na auséncia do endotélio funcional.

O resultado da potencializacédo do efeito relaxante de diosgenina em anéis
com endotélio funcional vai ao encontro de alguns estudos que relatam que altos
niveis de estrogénio em animais esta associado com o maior relaxamento
dependente do endotélio de artérias coronarias para uma variedade de agentes
(GISCLARD et al, 1988; MILLER e VANHOUTTE, 1991).

Adicionalmente, outros estudos mostraram que anéis de artéria femoral de
coelhos tratados com 17-B estradiol apresentaram um relaxamento endotélio
dependente aumentado a acetilcolina (BELL et al., 1995). Estes estudos em
conjunto, sugerem que as respostas relaxantes das artérias dependentes do
endotélio, podem ser moduladas por hormonios esteroidais.

Teoh (1999) ao realizar experimentos in vitro observou que a incubacdo a
curto prazo de anéis isolados de artéria coronaria de suinos (20 min) com 1 nM do
17-p estradiol provocou potencializagao significativa no relaxamento induzido pelo
cromakalim , levcromakalim e nitroprussiato de sédio , que sdo agentes de
relaxamento independente do endotélio. No ano seguinte e usando o0 mesmo
modelo, demostrou que esse mecanismo de potencializacdo independente de
endotélio envolve a cascata do AMP ciclico e parece ndo requerer as vias de

sinalizacdo gendémicas (TEOH et. al., 2000).
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Esses mecanismos dependentes e independentes do endotélio podem
explicar em partes a potencializagdo no efeito relaxante de diosgenina provocada
pelo 17-f estradiol. Entretanto, outros ensaios S80 nhecessarios para 0

esclarecimento desse mecanismo de potencializacéo.

Figura 10 Efeito de concentracfes crescentes de diosgenina (2x10'6 -2x10° M) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN (10° M) na presenca do
endotélio vascular antes e apds administracédo de 17-B estradiol (10'4 M) (n=5).
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Figura 11 Efeito de concentracBes crescentes de diosgenina (2x10'6 - 2x10° M) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN (10 M) na auséncia do
endotélio vascular antes e apds administracdo de 17-B estradiol (10'4 M) (n=5).
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo, fazendo uso de abordagens in vitro,
demonstrou que diosgenina, fitoestrogeno estudado e 17-B estradiol, principal
estrogeno produzido pela mulher parecem ndo alterar o tbnus basal de artéria
mesentérica superior isolada de rato e que os efeitos relaxantes induzidos por
diosgenina e pelo 17-B estradiol em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
rato apresentam um perfil de relaxamento bastante parecido, pois ambos possuem
dois mecanismos distintos, um dependente e outro independente do endotélio
vascular. Além disso, o relaxamento induzido pela diosgenina parece ser
potencializado na presenca do estradiol.

Entretanto, estudos posteriores serdo necessarios para melhor elucidar o

mecanismo pelo qual o estradiol potencializa o relaxamento da diosgenina,
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