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RESUMO

ESTUDOS PRELIMINARES DO EFEITO VASORRELAXANTE DO LIOFILIZADO
DO SUCO DA Syzygium jambolanum EM RATOS

ASSIS, K.S.

P6s-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2014)

Varios estudos epidemiologicos tém sugerido uma associagdo entre dietas ricas em
polifendis e um menor risco de doencas cardiovasculares. Dentre as frutas ricas em
polifendis encontra-se a Syzygium jambulanum. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo liofilizado do suco da fruta Syzygium
jambulanum (LSFSJ), utilizando técnicas in vivo e in vitro. O LSFSJ apresentou um alto teor
de polifendis (988,55 + 5,41 mg de Ac. Gal/100g) e presenca de flavonoides e esteroides.
Em ratos normotensos, o LSFSJ (5; 10; 30, 50 e 100 mg/kg, i.v.) induziu hipotensdo e
observou-se uma bradicardia na dose méaxima. Em anéis de artéria mesentérica superior de
rato, pré-contraidos com fenilefrina (FEN) (1 pM), o LSFSJ (1 - 5000 pg/mL) induziu
relaxamento dependente de concentracdo na presenca (Emsx = 105,3 + 3,54 %; CEso=
1172,7+ 116,1 pg/mL) e auséncia do endotélio (Emsx = 106,4 £+ 4,5 %; CE5, = 1506,5 + 148,1
pg/mL). Esses dados sugerem que a resposta induzida pelo LSFSJ parece ser
independente dos fatores liberados pelo endotélio. Todos 0s experimentos seguintes foram
realizados na auséncia do endotélio. A resposta do LSFSJ na contragdo induzida por
solucdo despolarizante de tyrode com 60 mM de KClI (Enax = 28,7 = 2,8 %) foi
significativamente menor do que a resposta do LSFSJ na contracdo induzida por FEN. Para
investigar o envolvimento dos canais para potassio foram utilizados solugcdo despolarizante
de tyrode com 20 mM de KCI ou TEA em diferentes concentracdes. A resposta do LSFSJ na
contracdo induzida por solugdo despolarizante de tyrode com 20 mM de KCI foi
significativamente atenuada (Enax = 75,9 £ 6,0). A resposta induzida pelo LSFSJ também foi
significativamente atenuada na presenca de TEA nas concentracdes de 1 mM (Ens= 62,5 £
9,8 %); 3 MM (Ena= 40,9 £ 3,8 %) e 5 mM (Ena= 10,3 = 3,7 %). Para investigar os subtipos
de canais para potassio envolvidos na resposta foram utilizados: 4-aminopiridina,
blogueador seletivo dos canais Ky, glibenclamida (10 uM), bloqueador seletivo dos canais
Kate, BaCl, (30 uM), blogueador seletivo dos canais K e iberiotoxina (100 nM) ou TEA
(ImM), blogueador seletivo dos canais BKc¢,. Na presenca dos diferentes bloqueadores dos
canais para potassio, simultaneamente, observamos uma atenuacao significativa do efeito
do LSFSJ (Enax = 23,9 = 3,4 %), esse efeito também foi observado na presenca de 4-
aminopiridina (Enax = 33,6 = 5,9 %), na presenca de BaCl, ou glibenclamida também
observamos uma atenuacgédo do efeito maximo (Enax = 73,5 6,9 %; Enax = 72,3 £ 4,3 %)
respectivamente. Contudo a incubacdo de iberiotoxina (Emsx = 94,2 + 8,1 %) ndo promoveu
alteracdo da resposta produzida pelo LSFSJ. Também investigamos o envolvimento dos
canais Cay na resposta induzida pelo JSJ através do influxo de céalcio no qual n&o
observamos alteracbes no efeito maximo contudo houve sua potencia foi alterada, além
disso um ativador dos canais Cay do tipo-L, o S(-)-Bay K 8644, também foi utilizado o que
demonstrou uma possivel participacdo destes canais no efeito vasorrelaxante do JSJ. Em
conclusdo o JSJ causa hipotensdo e vasorrelaxamento em ratos, e esse efeito
vasorrelaxante envolve majoritariamente trés subtipos de canais para potassio o Ky, 0 Kap €
0 Kir sem descartar uma possivel participacdo dos canais para Ca”".

Palavras-chave: Syzygium jambolanum, Polifendis, Artéria mesentérica, Vasorrelaxamento,
Canais para K*
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ABSTRACT

PRELIMINARY STUDY OF THE VASORELAXANT EFFECT INDUCED BY Syzygium
jambolanum LYOPHILIZED JUICE IN RATS

ASSIS, K.S.

Po6s-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Master’s Thesis, CCS/UFPB (2014)

Various epidemiological studies have suggested an association between diets rich in
polyphenols and a lower risk of cardiovascular disease. Syzygium jambulanum is rich in
polyphenols, and thus, the objective of this work was to evaluate the cardiovascular effects
induced by lyophilized Syzygium jambulanum fruit juice (LSFSJ) using in vivo and in vitro
techniques. LSFSJ presented a high polyphenols content (988.55 + 5.41 mg of Gal Acid /
100g), and the presence of flavonoids and steroids. In normotensive rats, LSFSJ (5, 10, 30,
50 and 100 mg / kg, i.v.) induced hypotension and bradycardia at the maximal dose was
observed. In superior mesenteric rat artery rings pre-contracted with phenylephrine (FEN) (1
MM), LSFSJ (1 - 5000 ug / mL) induced concentration-dependent relaxation in the presence
(MR = 105.3 + 3.54% (ECso = 1172.7 + 116.1 pg / mL) and absence of endothelium (MR =
106.4 + 4.5%, ECs, = 1506.5 + 148.1 ug / mL). These data suggest that the LSFSJ-induced
response appears independent from endothelium released factors. All subsequent
experiments were performed in the absence of endothelium. The LSFSJ contraction
response induced by depolarizing tyrode solution with 60 mM KCI (MR = 28.7 + 2.8%) was
significantly lower than the LSFSJ response in FEN induced contraction. To investigate the
involvement of potassium channels, depolarizing tyrode solution with 20 mM KCI or TEA at
different concentrations was used. The LSFSJ response in contraction induced by
depolarizing tyrode solution with 20 mM KCI was significantly attenuated (MR = 75.9 £ 6.0).
The LSFSJ-induced response was also significantly attenuated in the presence of TEA at
concentrations of 1 mM (MR = 62.5 + 9.8%); 3mM (MR = 40.9 + 3.8%) and 5mM (MR = 10.3
+ 3.7%). To investigate potassium channel subtypes involved in the response, 4-
aminopyridine, a selective blocker of Ky channels, glibenclamide (10 yM), a selective blocker
of Karp channels, BaCl, (30 uM), a selective blocker of Kir and iberiotoxin channels 100 nM)
or TEA (ImM), a selective blocker of BKc, channels were used. In the simultaneous
presence of differing potassium channel blockers, we observed significant attenuation of the
LSFSJ effect (MR = 23.9 £ 3.4%), this was also observed in the presence of 4-aminopyridine
(MR = 33.6 + 5.9%), and in the presence of BaCl, or glibenclamide, we also observed an
attenuation of the maximum effect respectively (MR = 73.5 £ 6.9%, MR = 72.3 + 4.3%).
However, incubation with iberiotoxin (MR = 94.2 + 8.1%) did not promote alteration in the
response produced by LSFSJ. Through calcium influx we also investigated the involvement
of Cay channels in the JSJ-induced response; in which there were no changes in maximal
effect. However, its potency was altered. Also, an activator of L-type Cay channels, the S (-) -
Bay K 8644, was used; and demonstrated possible participation of these channels in the
vasorelaxant effect of JSJ. In conclusion, JSJ causes hypotension and vasorelaxation in rats,
and this vaso-relaxing effect mainly involves three subtypes of potassium channels: Ky, Katp
and Kr without ruling out possible participation of the channels for Ca?".

Key words: Syzygium jambolanum, Polyphenols, Mesenteric artery, Vasorrelaxation, K*
Channels
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ACh - Acetilcolina

ATP — Adenosina Trisfosfato

BKca— Canais de K* de Grande Condutancia Ativados por Célcio
Ca, — Célcio Dependentes de Voltagem

CayL - Canais para calcio sensivel a voltagem tipo L

CEso — Concentragédo de uma substancia responsavel por 50% do Emax
CMLV — Célula Muascular Lisa Vascular

DC — Débito Cardiaco

DPPH® - 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo

EDTA - Acido etileno-diamino-tetracético

Emax — Efeito maximo

e.p.m. - Erro padrdo da média

FC — Frequéncia Cardiaca

FEN — Fenilefrina

Kate — Canais para K* sensiveis ao ATP

Kir — Canais para K" Retificadores de Entrada

K, — Potassio Dependentes de Voltagem

LSFSJ — Liofilizado do Suco da Fruta Syzygium Jambolanum
NPS — Nitroprussiato de Sodio

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PAM — Presséo Arterial Média

pD2 - Logaritmo negativo da ECsg

PE — Cateter de Polietileno

RENISUS — Relag&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude

RVPT — Resisténcia Vascular Periférica Total

SKca — Canais de K* de Grande Condutancia Ativados por Calcio
TBHP — The British Herbal Pharmacopoeia

TEA — Cloreto Tetraetilaménio

UVVis — Ultravioleta Visivel

VES — Volume de Ejecéao Sistolica

WHO — WORLD HEALTH ORGANIZATION

Observacdo: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que né&o
constam nesta relacdo, encontram-se descritas no texto ou sao convencdes
adotadas internacionalmente.
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1 INTRODUCAO

A busca pela qualidade de vida e bem-estar tém se tornado uma
preocupacdo cada vez mais presente na sociedade; e com isso, cresce também a
busca por terapias naturais. Atualmente o consumo de frutas na alimentacao
humana tem deixado de ser somente um prazer para tornar-se uma necessidade,
nao s6 em funcdo dos seus nutrientes, como fibras, minerais e vitaminas, mas
também devido aos seus compostos bioativos (BORGUINI, 2006), como a vitamina
C, os polifendis e os carotenoides (LEONG; SHUI, 2002). A Organiza¢cdo Mundial de
Saude preconiza o consumo minimo diario de 400 g per capita, o equivalente a 5
porcdes de 80 g em média por dia, de frutas e hortalicas frescas para o alcance de
seu efeito saudavel e protetor de doencas crénicas (WHO, 2003).

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas tropicais,
subtropicais e de clima temperado, com uma producéo que supera os 40 milhdes de
toneladas, perdendo apenas para a China e india. Estima-se que a produc&o
mundial de frutas tropicais atingira 82 milhdes de toneladas em 2014, de acordo com
a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (2014). A
producdo de frutas tropicais no Brasil € possivel gracas a extensado territorial, a
posicdo geografica e as condicbes de clima e solo privilegiadas, o que torna a
fruticultura presente em todas as regifes do pais.

O Nordeste tem dado grande contribuicdo para os avancgos obtidos com a
fruticultura nacional. O desenvolvimento agricola nesta regido se apoia nas
condi¢cBes climaticas, caracterizadas pela elevada insolacdo durante todo o ano; e
solos com boa aptiddo para a irrigacdo, que ajudam a promover a qualidade da
producdo irrigada de frutas. Estas se adéquam ndo s6 as exigéncias dos
consumidores da Europa e da América do Norte, destino das frutas exportadas, mas
também as exigéncias do mercado interno (LACERDA et al., 2004).

As frutas, além de possuirem uma importancia socioeconémica, elas séao
ricas fontes de vitaminas, minerais e fibras, além de conterem uma variedade de
substancias bioativas, tornando-se alimentos nutricionalmente importantes da dieta
(MELO,.2008). Dentre os compostos bioativos, destacam-se os fendlicos, que

representam a principal classe de metabdlitos secundarios presentes nas plantas e
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encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal. Os trés maiores grupos de
fendlicos da dieta sdo os flavonoides, os &cidos fendlicos e os polifendis (taninos)
(SHAHIDI e NACZK, 2004).

Os flavonoides séo caracterizados estruturalmente como difenilpropanos
com 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis, identificados como A, B e C
(Figura 1), e ocorrem naturalmente nos alimentos e vegetais, sendo, portanto,
componentes usuais da dieta humana (KARAKAYA, 2004; HERTOG et al., 1992). A
sua estrutura quimica permite sua classificacdo em flavanonas, flavonas, flavonais,

flavanois (catequinas), dihidroflavondis, isoflavonas e antocianinas.

Figura 1 - Estrutura quimica genérica dos flavonoides.
Fonte: Angelo; Jorge, 2007

Os polifendis recentemente tém recebido grande atencdo devido a sua
capacidade antioxidante (reagindo com radicais livres e quelando metais) e suas
possiveis implicacdes benéficas na saide humana, como na prevencéo e tratamento
do cancer, doencas cardiovasculares e outras patologias (MARTINEZ-VALVERDE et
al., 2000). Vérios estudos epidemioldgicos tém sugerido uma associacdo entre
dietas ricas em polifen6is e um menor risco de doencas cardiovasculares,
promovendo uma reducdo de 9% na mortalidade causadas por estas doencas.
(AUGER et.al., 2011).

Uma planta que é considerada uma rica fonte de polifendis, incluindo casca,
folha, semente e fruto, € a Syzygium jambolanum (RAVI; RAMACHANDRAN;
SUBRAMANIAN, 2004). A Syzygium jambolanum é uma arvore nativa dos tropicos,
particularmente da India, bem como da Tailandia, Filipinas e Madagascar. A planta
foi introduzida em muitas regides tropicais como no leste e oeste da india e da
Africa, e também no Brasil, sendo encontrada em diversos estados das regides

sudeste, sul, nordeste e norte. Em algumas regifes subtropicais como na Flérida e
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na Califérnia, nos Estados Unidos, na Argélia e em Israel também podem ser
encontrada (ROSS, 1999; ALBERTON et al., 2001; MAHMOUD et al., 2001;
GROVER et al., 2001; PEPATO et al., 2004; VEIGAS et al., 2007).

Os principais sinbnimos da Syzygium jambolanum sao Eugenia jambolana
Lam., Eugenia cumini (L.) Druce, Myrtus cumini L e Syzygium cumini (L.). E
popularmente conhecida como jamboldo, oliveira, cereja, jamelédo, jalao, jambol,
jambu, jambul, azeitona—do—nordeste, murta e ameixa roxa (LORENZI; MATOS,
2002). A arvore da espécie é de grande porte (10 metros de altura), com folhas
simples e frutos cor roxo—escura, com uma unica semente coberta de polpa

comestivel, mucilaginosa, doce, mas adstringente (Figura 2)

Figura 2 - Frutos da Syzygium jambolanum. Fonte: http://felixplantas.com.br

Os frutos do jambol&o sdo pequenos, de 2 a 3 centimetros de tamanho, com
uma forma oval e coloracdo que varia de vermelho a preto quando maduros. Séao
vendidos secos e sem sementes nos mercados dos Estados Unidos e em paises da
Europa. Os frutos maduros sdo também usados para a producdo de bebidas
saudaveis, sucos e geléias (BALIGA et al.,, 2011). Os frutos apresentam em sua
composicdo vitamina C, acido galico, taninos, antocianidinas, incluindo cianidina,
petunidina, malvidina- glicosideo e carotenodides, como a trans-luteina e a trans-f3-
caroteno (BANERJEE; DASGUPTA, 2005; FARIA et al., 2011).

O jambul ou jamboldo, ha muitos anos tem sido utilizado na medicina
tradicional indiana para o tratamento de diversas doencas como por exemplo,

diabetes mellitus e como bactericida. Dados na literatura demonstram que essa
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adstringentes, antiinflamatérias, antioxidante, neuroprotetora, antipiréticos,
anticonvulsivantes, anti-hemorragicos, antiulcerosos, hepatoprotetora, carminativos
e radioprotetora (MIGLIATO et al., 2007; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Em maio de 2006 o Ministério da Saude autorizou a Portaria n.° 971 que
permite a implementacdo de Praticas Integrativas e Praticas Complementares no
Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006). Posteriormente, foram criados a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BASIL, 2007). Em 2008, foi
publicada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(RENISUS), contendo 71 plantas, dentre elas estd a Syzygium jambolanum
(BRASIL, 2009).

Estudos mostram que extratos preparados a partir das sementes do
jambolao podem atuar como agentes quimiopreventivos contra 0 estresse oxidativo
e o dano gendmico (ARUN et al., 2011), protegem contra a toxicidade sistémica do
metil-mercario em ratos (ABDALLA et al.,, 2011), além de possuirem efeitos anti-
inflamatérios (CHAUDHURI; GOMES; BHATTACHARYA., 1990).

A casca da arvore é outra parte do jamboldo que também € aproveitada para
fins terapéuticos. Ela é utilizada no tratamento de bronquite, inflamacdo na garganta
e asma (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI,
2007). Estudos mostram que o extrato etandlico da casca do jamboldo possui
significativa atividade anti-inflamatéria em diferentes modelos experimentais
(MURUGANANDAN et al., 2001).

O extrato aquoso das folhas possuem acdes farmacologicas como atividade
anti-inflamatéria (LIMA et al., 2007) e antibacteriana (SHAFI et al., 2002), o extrato
hidroalcodlico das folhas apresenta atividade hipoglicemiante, que tem sido
investigada experimentalmente através de modelos in vivo (SCHOENFELDER et al.,
2010), in vitro (BONA et al., 2010) e em modelos clinicos (TEIXEIRA et al., 2006).

Extratos preparados a partir dos frutos demonstraram ter efeitos anti-
proliferativo e pro-apoptotico contra células cancerigenas de mama, mas nao contra
células normais de mama (LI et al., 2009), além de possuir atividade antioxidante in
vitro (FARIA et al., 2011) e atividade anti-hiperglicEmica (SHARMA et al., 2006). A

utilizacdo dos frutos do Syzygium jambolanum, como oficial ou farmacopeico, €&
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apresentada pela The British Herbal Pharmacopoeia (1983) na forma de extrato
seco ou hidroetandlico na propor¢éo de 1:1 em 25% de alcool.

Sobre o sistema cardiovascular estudos realizados com o extrato
hidroalcodlico das folhas secas de Syzygium jambolanum D.C. demonstraram
atividade hipotensora em ratos normotensos e sua fracdo cloroférmica apresentou
um efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica de rato pré-contraidas
com célcio (Ribeiro., 2007). Entretanto pouco se sabe sobre as acles
farmacoldgicas do suco deste fruto sobre o sistema cardiovascular.

O sistema cardiovascular humano € constituido por uma bomba (coragéo),
interligado a uma série de tubos de distribuicdo e coleta (vasos sanguineos),
preenchidos com plasma e células (sangue). E devido a esta extensiva rede de
conexdes que as funcdes celulares, como: regulacdo da temperatura corporal,
manutengdo do balangco de fluidos, fornecimento de O, crescimento,
desenvolvimento, absorcdo de nutrientes essenciais, remocao celular e de
metabdlitos, promovem a manutencdo da homeostase celular (BERNE et al., 2009;
DEVIHA; RENGARAJAN; HUSSAIN, 2013; PUSGLEY; TABRIZCHI, 2000).

O sistema cardiovascular € o principal responsavel pela regulacdo e
manutencdo da pressao arterial, uma das func¢des fisiologicas mais complexas do
sistema bioldgico; necessitando da acao integrada de outros sistemas como o renal,
neural e enddcrino. (CAMPAGNOLE SANTOS; HAIBARA, 2001). A presséao arterial
média (PAM) é determinada pelo produto do débito cardiaco (DC) pela resisténcia
vascular periférica total (RVPT), expressa pela equacdo: PAM = DC x RVPT (HALL,
1999). Alteracdes homeostaticas no DC sao resultantes de variagcdes na frequéncia
cardiaca (FC), no volume de ejecéo sistélica (VES) ou em ambos (COWLEY, 2006).
J& a resisténcia vascular periférica é controlada pelo tdnus vascular das pequenas
artérias e arteriolas (JACKSON, 2000).

O tbnus vascular desempenha um importante papel na regulacdo e
manutencdo da pressao arterial (SONKUSARE et al., 2006). A regulacdo do ténus
da célula muscular lisa vascular (CMLV) é determinada pela interacdo entre
substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras geradas por estimulos variados, tais
como: hormonios circulantes, neurotransmissores, fatores derivados do endotélio,
sinais elétricos e/ou mecanicos, como a prépria pressdo sanguinea (JACKSON,

2000a; CRIBBS, 2006). Todos estes sinais sao integrados no midcito vascular para
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determinar a atividade contratil do musculo, estabelecendo assim o didmetro e a
resisténcia dos vasos sanguineos (JACKSON, 2000a).

O estado de contratilidade vascular das células musculares lisas, dentro da
parede dos vasos sanguineos, é regulado pela concentracdo de Ca*" intracelular
([Ca®]). Os vasoconstrictores agem elevando a [Ca®'];, bem como, aumentando a
aparente sensibilidade ao Ca®* dos processos contrateis na célula muscular lisa. Por
outro lado, os vasodilatadores exercem efeitos opostos na [Ca*']i (LEDOUX et al.,
2006). Os canais idnicos sao importantes reguladores da contratilidade do musculo
liso, pois funcionam como moduladores do potencial de membrana plasmatica e das
concentracdes de Ca®* no meio intracelular (KEVIN; NELSON, 2005).

Os canais para potassio sdo os canais ibnicos dominantes na membrana
plasmatica das células musculares lisas, e a corrente através destes canais contribui
substancialmente para o potencial de membrana destas (JACKSON, 2005c), sendo
de grande importancia na regulacdo do tbnus da musculatura lisa (JACKSON,
2000a; JACKSON, 2001b).

A abertura de um canal para potassio provoca um efluxo de ions K* por
difusdo passiva, o que causa hiperpolarizacdo da membrana celular (SOBEY, 2001).
Este estado de hiperpolarizacdo conduz ao encerramento de canais para calcio
dependentes da voltagem (Ca,) e consequente diminuicdo da entrada de fons Ca**
para o interior da célula, causando o relaxamento vascular (vasodilatacdo) (FARACI;
HEISTAD, 1998; SOBEY, 2001). De forma inversa, o fechamento de um canal para
potassio causa um estado de despolarizacdo, levando a uma abertura de canais
para calcio dependentes da voltagem, aumentando assim a concentracdo de [Ca2+];

e vasoconstricao (Figura 3).
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Figura 3 - llustrac@o esquematica dos eventos envolvidos na resposta do musculo liso vascular a
abertura (esquerda) e bloqueio dos canais para potassio (direita). Fonte: Adaptado de SOBEY, 2001;
JACKSON, 2000.

A relacdo existente entre o influxo de Ca** através de canais dependentes
da voltagem e o potencial de membrana pode ser tal que variagcbes de 3mv
(despolarizagéo ou hiperpolarizagédo) pode aumentar ou diminuir o influxo (NELSON;
QUAYLE, 1995; FARACI; HEISTAD, 1998). Pode-se deste modo concluir que a
hiperpolarizacdo da membrana através da abertura de canais idnicos, como os de
potassio, constitui um mecanismo poderoso na diminuicdo da pressdo arterial,
mediante vasodilatacdo provocada.

Nas células musculares lisas vasculares sdo identificados diferentes
subtipos de canais para K, entre eles: canais para K" abertos por voltagem (Ky);
canais para K* de pequena condutancia ativados por Ca?* (SKca); canais para K* de
grande condutancia ativados por Ca?* (BKc,); canais para K" retificadores de entrada
(Kir); canais para K* sensiveis ao ATP (Katp), entre outros (THORNELOE; NELSON,
2005). Portanto, ativadores diretos de canais para K ou compostos que regulem sua
atividade ou sua expressao tém grande interesse terapéutico, ja que as doencas
cardiovasculares representam um grave problema de saude publica e ainda

constituem a principal causa de morte no mundo. De acordo com a OMS, mais de
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30% dos Obitos registrados no ano de 2008 em todo o mundo foram devidos a
diversas formas de eventos cardiovasculares (WHO, 2011).

As doencas cardiovasculares compreendem um grupo de doencas do
coracao (cardiomiopatia, disfuncdo isquémica do coracdo, insuficiéncia cardiaca
congestiva) e dos vasos sanguineos (doenca arterial coronariana, hipertensao e
aterosclerose) (KUMAR; SINGH; BAKER, 2007). Elas estdo entre as principais
causas de hospitalizacdo por doencas cronicas ndo transmissiveis e ocasionam
custos médicos e socioecondmicos elevados para o sistema de saude brasileiro.

Diante de todas essas consideracfes, sabendo-se que a Syzygium
jambolanum foi recentemente inserida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) (BRASIL, 2009), baseando-se
gue este fruto é rico em polifendis e que estes por sua vez apresentam uma forte
atuacdo sobre as doencas cardiovasculares, é de grande importancia a realizacao
de estudos que analisem as ac¢fes farmacoldgicas desta fruta sobre o sistema
cardiovascular, a fim de descobrir alternativas terapéuticas eficazes, seguras e de

baixo custo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito cardiovascular induzido pelo liofilizado do suco da fruta
Syzygium jambolanum (LSFSJ) em ratos, por meio de uma abordagem in vivo e in

vitro, buscando elucidar os possiveis mecanismos implicados nestes efeitos.
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
2.2.1 Ensaios in vivo

Estudar os efeitos do LSFSJ, sobre a Presséo Arterial (PA) e Frequéncia
Cardiaca (FC) em ratos néo anestesiados.

2.2.2 Ensaios in vitro

e Avaliar a acdo do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos.

e Investigar a participacdo dos canais para K nas respostas vasculares
induzidas pelo LSFSJ.

e Investigar a participacdo dos subtipos de canais para K' nas respostas
vasculares induzidas pelo LSFSJ

e Investigar a participacdo dos canais para Ca, no efeito vasorrelaxante
induzido pelo LSFSJ

Assis, K, S.



Material



34

3 MATERIAL
3.1 SOLUCOES FISIOLOGICAS

Para a preparacdo das solucbes nutritivas foram utilizadas as seguintes
substancias: cloreto de sddio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio
(CaCly), cloreto de magnésio (MgCl,), glicose (CsH1,06) bicarbonato de soédio
(NaHCO3) e fosfato de soédio (NaH,PO,). Todos estes sais foram obtidos da VETEC.

Abaixo segue o quadro com as descrices da referida solugcédo (Quadro 1).

SAIS CONCENTRACAO (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0

CaCl, 2,0
MgCl, 1,0

NaHCO; 10,0

NaH,PO, 0,4

Glicose 5,6

Quadro 1 — Composicéo da solugéo de Tyrode para artéria mesentérica superior.

Fonte: TANAKA et al., 1999

Na solucdo de Tyrode com 20 mM e 60 mM de KCI, foi realizado uma

substituicio equimolar do Na* pelo K*, ajustando isosmoticamente a soluc&o,

conforme os quadros abaixo (Quadro 2 e 3, respectivamente):

SAIS CONCENTRACAO (mM)

NaCl 142,3
KCl 20,0
CaCl, 2,0
MgCl, 1,0
NaHCOs; 10,0
NaH,PO, 0,4
Glicose 5,6

Quadro 2 — Composicéo da solugéo depolarizante de Tyrode com 20 mM KCI para artéria
mesentérica superior. Fonte: TANAKA et al., 1999
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SAIS
NacCl
KCI
CaCl,
MgCl,
NaHCO;

NaH,POy,.

Glicose

CONCENTRACAO (mM)
102,3
60,0
2,0
1,0
10,0
0,4
5,6

Quadro 3 — Composicao da solucéo de Tyrode com 60 mM KCI para artéria mesentérica

superior. Fonte: TANAKA et al., 1999

SAIS
NaCl
KCI
MgCl,
NaHCO;
NaH,PO,
Glicose
EGTA

CONCENTRACAO (mM)
158,3
4,0
1,0
10,0
0,4
5,6
1,0

Quadro 4 — Composicédo da solucéo de Tyrode livre de calcio para artéria mesentérica

superior Fonte: TANAKA et al., 1999

SAIS
NacCl
KCI
MgCl,
NaHCO3;
NaH,PO,4

Glicose

CONCENTRACAO (mM)
102,3
60,0
1,0
10,0
0,4
5,6

Quadro 5 — Composicédo da solucéo de Tyrode com KCl a 60 mM nominalmente sem calcio
para artéria mesentérica superior. Fonte: TANAKA et al., 1999
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3. 2 SUBSTANCIAS E MEIOS UTILIZADOS

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
substancias: cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), cloridrato de acetilcolina (ACh),
brometo de tetraetilamonio (TEA), glibenclamida (GLIB), 4-aminopiridina (4-AP),
iberiotoxina, cloreto de bério di-hidratado (BaCl,), acido 3-piridinacarboxilico-1,4-
diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-metil Ester (S(-) Bay K8644),
acetonitrila, acido formico, Folin-Ciocalteu, &cido galico, di(phenyl)-(2,4,6-
trinitrophenyl) iminoazanium (DPPH). Todos foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda (S&o Paulo-SP, Brasil). Sal sédico de heparina (Roche Chemical Company, Rio

de Janeiro, Brasil), tiopental sddico (Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil)

Todas as substancias foram dissolvidas em agua destilada exceto a
glibenclamida que foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSQO) e o S(-) Bay K8644 que
foi dissolvido em etanol absoluto e diluidos em agua destilada. As solu¢des foram

mantidas de 0 a 4°C e somente retiradas no momento do experimento.

3. 3OBTENCAO DA SUBSTANCIA TESTE

Os frutos da Syzygium jambolanum foram coletados no municipio de
Marcacdo - PB, Brasil (06°46'12.1"S 35°01'28.7"W) e identificada pelo Prof. Dr.
Carlos Alberto Garcia Campo. Os frutos passaram por um processo de selecdo no
qual foram descartados os que apresentaram danos. Apés esta triagem, passaram
por um processo de lavagem e sanitizacdo. O método de preparacdo esta descrito
no item 5.1.
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4. ANIMAIS

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar (Rattus norvegicus)
pesando entre 250 — 300 g provenientes do Biotério Prof. George Thomas, da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), mantidos sob condi¢cdes controle de
temperatura (21 + 1° C), ciclo claro-escuro de 12 horas (6 - 18 horas) e tendo livre
acesso a agua e alimentacdo (racdo Purina®). Todos os experimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da UFPB, com certiddo n° 1405/13.
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5 METODOS

5.1 PREPARACAO DO LIOFILIZADO DO SUCO DA FRUTA Syzygium jambolanum
(LSFSJ)

ApGs higienizagdo e sanitizacéo, os frutos tiveram as sementes removidas,
sendo a casca juntamente com a polpa triturados (Philips Walita Juicer R11858 Prata
- 650W). Apods trituracéo, o liquido obtido foi peneirado, sonicado durante 16 minutos
e centrifugado (Hermle Centrifuga Universal Z326K - HERMLE Labortechnik GmbH)
a 15 °C por 4800 rpm durante 1 hora. O sobrenadante foi congelado a -80 °C por 24
horas e em seguida foi liofilizado (Free Zone® Liter Benchtop Freeze Dry Systems) a
temperatura de -40°C e pressdo de 0,024 mbar, durante 48 horas com posterior
trituracdo em processador domeéstico tipo Mixer (Mixer Robot UP - Mallory - 170W) e
congelado a -20 °C até o dia do experimento (Figura 4).
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Syzygium
jambolanum

HIGIENIZACAO/

SANITIZACAO
TRITURACAO
RESIDUOS (DESCARTE) SuUco
SONICACAO
(16 MIN.)
CENTRIFUGACAO
(15°C/ 4800 rpm/ 1h)
|
RESIDUOS (DESCARTE) SOBRENADANTE (CONGELADOa
-80°C/ 24H)
LIOFILIZACAO
(48H)
TRITURACAO
AMOSTRA
(TESTADA)

Figura 4 - Fluxograma da preparac¢édo do liofilizado do suco da fruta Syzygium jambolanum.(Lam) DC

5.2 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

O LSFSJ foi submetido a triagem fitoquimica preliminar para deteccdo das
principais classes de metabdlitos secundarios, taninos, saponinas, esteroides,

alcaloides e flavonoides de acordo com Trease e Evans (1989) e Harborne (1998),

com modificagao.
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5.2.1 Pesquisa de alcaloides

Pesou-se 3 mg do LSFSJ e diluiu em 10 ml de &gua de destilada,
alcalinizando-se com 0,8 mL (6 gotas) de NaOH 1%, adicionou-se 12 mL de solucao
agua destilada: CHCI3 (1:1), filtrou-se com algoddo e em seguida separou-se a
camada cloroférmica em ampola de separacao. Acidificou-se a solugdo cloroférmica
com 6 mL de HCI 1%, agitando-se e deixando decantar até apresentar-se limpido,
distribuiu-se em tubos de ensaio a solugcdo &cida sobrenadante. Adicionou-se
separadamente aos tubos os reagentes Bouchardat, Mayer, Dragendorff e acido
silico tungstico, a presenca de alcaloides foi avaliada de acordo com a presenca de
precipitado (TREASE, EVANS 1989; HARBORNE 1998).

5.2.2 Pesquisa de esteroides

Pesou-se 3 mg do LSFSJ e diluiu em 10 ml de 4gua de destilada, adicionou-
se 2,5 mL de CHCI; agitou-se e distribuiu-se em tubos de ensaio: 0,12; 0,25 e 0,5
mL. Em cada tubo adicionou-se 2 mL de CHCI3; e 1mL de anidrido acético, agitou-se
e adicionou-se 2 mL de H,SO, em cada tubo agitando devagar, os resultados foram
comparados com padrédo de colesterol e um padrdo negativo (TREASE, EVANS
1989; HARBORNE 1998).

5.2.3 Pesquisa de taninos

Pesou-se 3 mg do LSFSJ adicionou-se 10 mL de agua destilada, filtrou-se
com algodao. Distribuiu-se em seis tubos de ensaio, adicionando nos trés primeiros
gelatina 0,5% e nos outros trés FeCl; 2% . Na Reagdo da gelatina a formacéo de
precipitado indica a presenca de taninos. Na Reacdo com sais de ferro o
desenvolvimento de coloracdo azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis,
enquanto a coloragéo verde indica a presenca de taninos condensados (TREASE,
EVANS 1989; HARBORNE 1998).
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5.2.4 Pesquisa de flavonoides

Em ampola de separagcdo adicionou-se 3 mg do LSFSJ, 15ml de agua
destilada agitando e deixando em repouso. Adicionou 15 mL de CHCI3; e deixou-se
em repouso até a separacdo das camadas desprezou-se a camada cloroférmica,
evaporou-se o restante até a secura e adicionou-se 13 mL de MeOH dissolvendo-se,
distribuiu-se em dois tubos de ensaio e adicionou-se ao primeiro tubo 0,5ml de HCl a
10% e uma fita de magnésio, deixando-se reagir. O resultado positivo pode ser
observado pela coloracdo résea. O segundo tubo foi submetido a secagem em
banho-maria e adicionou-se 5 gotas de acetona e 0,05 mg de acido oxalico e a
mesma quantidade da acido bdrico, secou-se novamente em banho-maria por 5
minutos, e adicionou-se 10ml de Eter etilico, observando em luz Ultravioleta (UV) a
presenca de fluorescéncia (TREASE, EVANS 1989; HARBORNE 1998).

5.2.5 Pesquisa de saponinas

Dissolveu-se 3 mg do LSFSJ em 10 mL de agua destilada, em tubo de
ensaio, agitou-se por um minuto e deixou-se em repouso por dez minutos. O teste é
considerado positivo quando a espuma permanece apés o repouso (TREASE,
EVANS 1989; HARBORNE 1998).

5.3 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1 Obtencao dos extratos

Os extratos aquosos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita
por Slinkard e Singleton, 1977, para determinacdo dos compostos fendlicos totais.
Para isto pesou-se 50 mg LSFSJ e adicionou-se 10 mL de Milli-Q, obtendo-se uma
solucdo de 5 mg/mL.
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5.3.2 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com o
meétodo colorimétrico descrito por Slinkard e Singleton (1977), com modificacfes.
Uma aliquota de 300 pL de extrato aquoso (5 mg/mL) foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 60 pL de reagente Folin-Ciocalteu e 2,460 uL de agua Milli-Q. A
mistura foi agitada durante 1 minuto antes de serem adicionados 180 pL de Na2CO3
(15 %). Os contetudos da mistura foram agitados e mantidos no escuro durante 2
horas. A absorbéancia foi medida a 760 nm num espectrofotometro de UV-Vis
(Shimadzu UV-2550, Kyoto, Japao), juntamente com o controle contendo somente
dgua e os reagentes. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por
interpolagéo da absorbancia da amostra versos uma curva de calibracdo construida
com os padrdes de acido galico (0,001 — 0,020 mg/mL, em etanol) e expressa como
miligramas de equivalentes de acido galico por extrato seco (mg GAE/g). Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.

5.3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do LSFSJ foi determinada pelo ensaio com o
DPPH® de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier & Berset
(1995), com modificacdes.

Foi preparada uma solucdo alcodlica contendo 0,006 mM de DPPH e
armazenada a 20 ° C até a sua utilizacdo. Em tubos de ensaios devidamente
etiquetados foram adicionados quantidades apropriados do LSFSJ, em seguida
foram adicionadas quantidades apropriadas de etanol e 2.700 uL da solucdo de
DPPH. Para as amostras do LSFSJ misturou-se em volumes variados (150, 180, 210
e 240 pL) resultando em diferentes concentracdes (250, 300, 350 e 400 pg/mL),
respectivamente. O controle consistia de 300 uL de etanol e 2.700 pL da solucéo de
DPPH. A solucédo de 3 mL em tubos de ensaio foi agitada em banho ultrassénico por
30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida, a absorbancia do DPPH e do LSFSJ
foram realizadas em espectrofotbmetro de UV-Vis (Shimadzu UV-2550, Kyoto,

Japao) a 517 nm. A capacidade antioxidante foi expressa como a concentracdo de

Assis, K; S.



45

antioxidante necessaria para reduzir a quantidade original de radicais livres de 50 %
(ECsp), € os valores expressos em pug de LSFSJ/mL DPPH.

5.4 ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VIVO
5.4.1 Medida direta da PAM e FC de ratos normotensos nao anestesiados

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg, i.p.) e, em
seguida, foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica. Uma
pequena incisdo na regido inguinal dos animais foi realizada, separando a
musculatura para localizacdo do feixe vasculonervoso, seguido da dissecacédo e
exposicao da artéria e veia femorais (Figura 5). Cateteres de polietileno (PE), um
segmento de PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm,
respectivamente), soldado a um seguimento de PE-50 (diametro interno e externo
de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), foram implantados na aorta abdominal e veia
cava inferior via artéria e veia femural esquerdas, respectivamente. Apos a insercao
e fixacdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados atraves

de uma inciséo na regiao cervical posterior do animal.

Artéria e veia
femurais

'

Figura 5 - Representacdo esquematica de implantacédo dos cateteres para o registro dos parametros
cardiovasculares e administracdo das drogas. Fonte: adaptado QUEIROZ, 2011
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Ap6s um periodo de 24 h, a PAM e FC foram aferidas pela conexdo do
cateter arterial a um transdutor de pressédo pré-calibrado (BRPL2, World Precision
Instruments, Sarasota, FL, EUA), acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab, ADinstruments, Unit 13, 22 Lexington Drive, BELLA VISTA, NSW,
AUSTRALIA) (Figura 6). O software de aquisicdo e analise de dados foi LabChart
versdo 5.0. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculou a pressao de pulso,
PAM e FC. O cateter venoso foi utilizado para a administracao das drogas. Todos 0s

experimentos foram realizados em ratos nao anestesiados.

Figura 6 — Sistema de aquisi¢cdo de dados para medida de PA e FC em ratos ndo anestesiados.
Fonte: ALMEIDA, M. M., 2014

5.4.2 Efeito induzido pelo LSFSJ sobre a PAM e FC de ratos normotensos nao

anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle, os animais foram
mantidos em aclimatagdo por um periodo de, no minimo, 30 minutos, para
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares. Em seguida, foi administrado
Nitroprussiato de Sodio (NPS) (10 ug/kg, i.v.), um doador classico de NO, para
verificar a correta implantacéo do cateter venoso.

Apoés o retorno dos parametros hemodinamicos, doses do LSFSJ (5, 10, 30,
50, 100 mg/kg i.v.) foram administradas de forma randémica. Cada dose sO foi
administrada apos o retorno da FC e PAM aos valores basais. Os valores de PAM,
FC foram computados antes (valores da linha de base) e apds a administracdo do
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LSFSJ (Figura 7). As variagbes foram expressas em porcentagem para cada dose,

calculadas por meio da seguinte formula:

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

PAM antes

(FC depois — FC antes) x 100

Valores de FC (%)
FC antes

SNP S
(10 pg/kg i.v.) LSFSJ

Estab. 5 10 30 50 100 mg/kg i.v.

24 horas 30/min. 15 min. /V W ‘V V V
I |

1° dia 2" dia
Cirurgia Registro

Figura 7 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao do efeito de LSFSJ
sobre PAM e FC em ratos normotensos ndo anestesiados.

5.5 ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VITRO
5.5.1 Preparacfes dos aneéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Para a realizacdo dos experimentos os ratos foram eutanasiados, de acordo
com a recomendacao publicada no site deste comité, por decapitacdo em guilhotina.

ApoOs identificagéo, a artéria mesentérica superior foi retirada através de uma
laparotomia e seccionada em anéis de 1 - 2 mm. Os anéis livres de tecido conjuntivo
e adiposo foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solugcdo de Tyrode
(TANAKA et al., 1999), a 37 °C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95 %
de O, e 5 % de CO,). Os anéis foram suspensos por linhas de algodao fixadas a um

transdutor de for¢ca (MLT020, ADInstruments, Australia), que se encontra acoplado a
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um sistema de aquisicdo de dados (ML870/P com LabChart versdo 7.0,
ADInstruments, Australia) para o registro das tensdes isométricas (Figura 8). Cada
anel foi submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por um periodo de
estabilizacdo de 60 minutos. Durante este tempo, 0 meio nutritivo foi trocado a cada
15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos indesejaveis (ALTURA;
ALTURA, 1970).

Figura 8 - Aparato utilizado para os experimentos com anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato. Fonte: Assis, K., S., 2014

Em todos os protocolos experimentais, apés o periodo de estabilizacdo de
60 minutos, a viabilidade do tecido e a integridade do endotélio foram verificadas
através de uma pré-contracdo do tecido com Fenilefrina (FEN) 10 uM, um agonista
dos receptores a;-adrenérgicos (BYLUND, 1992; BUSCHER et al., 1999). No
componente tdnico desta contragdo, adicionou-se um agonista ndo seletivo dos
receptores muscarinicos, Acetilcolina (ACh) 10 uM com o intuito de avaliar a
integridade do endotélio vascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Os tecidos nos
quais a ACh reverteu o tbnus induzido pela FEN por mais que 90% foram
designados com endotélio funcional (Figura 9A) e nos tecidos no qual a ACh causou
reversdo menor que 10% foram designados com endotélio desnudo (Figura 9B)
(BROCHET; LANGTON, 2006). Os anéis sem endotélio foram obtidos
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mecanicamente por meio do atrito entre as paredes internas do vaso com uma haste

de metal. Os anéis com relaxamentos entre 10 e 90% foram descartados.

ACh
10uM
A) (10pMm)
Lavagem
60 min |
I
FEN
(10pM)
B) ACh
(10pM)  Lavagem
LN ] -l:
60 min
—
FEN
(10pM)

Figura 9 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da viabilidade do
0rgéo e a integridade do endotélio vascular. A) Presenca do endotélio e B) Auséncia do endotélio
funcional.

5.5.2 Investigagao do efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica sobre o

tbnus vascular intrinseco

Apés a verificagdo da presenca ou auséncia do endotélio vascular como
descrito no item 5.5.1, as preparacdes foram lavadas com solucdo Tyrode até
atingirem o tbnus basal. A partir deste ponto, concentracbes crescentes e
cumulativas (10 — 5000 pg/mL) do LSFSJ foram adicionadas as preparagfes tanto
na auséncia como na presenca do endotélio, ambos no ténus basal, com a
finalidade de avaliar o efeito do LSFSJ sobre o tbnus muscular espontaneo (Figura
10A e 10B).
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ACh
A) (10w
l Lavagem

LSFSJ
(10 — 5000) pg/mL)

| ?

FEN
(10uM)

B)
ACh
(10pM)

Lavagem
LSFSJ
l (10 -5000) pg/mL)

; |7

60 min

!

FEN
(10pM)

Figura 10 — Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
LSFSJ (10 — 5000 pug/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sobre o ténus
intrinseco vascular. A) Anéis sem endotélio e B) Anéis com endotélio intacto.

5.5.3 Avaliacédo da atividade do LSFSJ sobre anéis de artéria mesentérica pré-

contraidas com FEN

Apbs a verificagdo do 6rgdo e da presenca ou auséncia do endotélio, como
descrito no item 5.5.1, as preparagbes foram submetidas a um processo de
estabilizacdo, por aproximadamente 30 minutos, e uma segunda contracdo de FEN
(1 pM) foi induzida, no componente tonico desta contracdo foram adicionadas
concentracdes crescentes e cumulativas (10 — 5000 pg/mL) do LSFSJ a fim de obter

uma curva concentracdo-resposta. O efeito vasorrelaxante do LSFSJ foi avaliado em
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anéis com o endotélio funcional (Figura 11A) e em anéis com o endotélio removido
(Figura 11B). A resposta foi expressa como porcentagem de relaxamento em
relacdo a contracdo produzida pela FEN. A poténcia e eficacia do vasorrelaxamento
foram avaliadas por meio dos valores de CEsy (concentragdo de uma substancia

responsavel por 50% do efeito maximo) e o0 Enax (efeito maximo), respectivamente.

A)
LSFSJ
.. ACh (10 = 5000) pg/mL)
Anéis com (10HM)
endotélio vascular
(E+) l
Lavagem
60 min l
o FEN &
(1OHM) (1|-1M) Tempo (s)
B)
ACh LSFSJ
Ané_is sem (10uM) . (10 — 5000) pg/mL)
endotélio vascular avagem
(E) l

S —

FEN FEN
(10uM) (1pM)

Tens&o (g)

Tempo (s)

Figura 11 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos
com FEN (1 uM). A) Anéis com endotélio intacto e B) Anéis sem endotélio.

5.5.4 Avaliacdo do efeito do LSFSJ sobre anéis de artéria mesentérica pre-

contraidas com solucao despolarizante com 60 mM de KCI
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Para investigar a resposta vasorrelaxante do LSFSJ sobre a contragao
induzido por um agente despolarizante, foi utilizado uma solugdo com 60 mM de KCI
(Quadro 3). O tyrode modificado com 60 mM de KCI, promove uma despolarizacéao
da membrana plasmatica, levando & ativacdo dos canais para Ca®" dependentes de
voltagem (Cay) e, consequentemente, a contracdo do musculo liso vascular (CHEN;
REMBOLD, 1995; KRAVTSOQV et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006).

Apoés a confirmacdo da auséncia do endotélio funcional e um periodo de
estabilizacdo de aproximadamente 30 minutos, a solucdo de Tyrode normal foi
substituida por uma solucdo de Tyrode com 60 mM KCI. No componente tdnico
desta contragédo, foram adicionadas concentracbes crescentes e cumulativas do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL), para obtencdo de uma curva concentracao-resposta
(Figura 12). A poténcia e eficacia do vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos

valores de CEsp e Enax, respectivamente.

LSFSJ
]'_A(‘)Ck/l (10 — 5000) pg/mL)
3 (10UM) | avagem
Anéis sem
endotélio vascular l

(E)

60 min

LT

(10uMm) KCI (60 mM) e

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com solucéo despolarizante (KCl 60 mM).

5.5.5 Avaliacdo do efeito do LSFSJ sobre anéis de artéria mesentérica pre-

contraidas com solucao despolarizante com 20 mM de KCI

Para avaliar a participagdo dos canais para K* no efeito induzido pelo
LSFSJ, utilizou-se uma solugcéo de Tyrode modificada com 20 mM de KCI (Quadro
2). O aumento da concentracdo externa de K de 4 mM para 20 mM, s&o suficientes

para impedir parcialmente o efluxo de K*, e atenuar vasorrelaxamentos mediados
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pela abertura de canais de K* (CAMPBELL; HARDER, 1996; CLARK; FUCHS,
1997).

Apés esse periodo uma contracdo foi induzida com FEN (1 pM) e no
componente ténico desta foram colocadas concentracfes crescentes e cumulativas
do LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) (Figura 13). A poténcia e eficicia do vasorrelaxamento
foram avaliadas por meio dos valores de CEsg e Enax, respectivamente

Anéis sem
endotélio
vascular
ACh LSFSJ
(10pM) (10 — 5000) pg/mL)
(E-) H Lavagem

l

1 3

(10puM) KCI (20 mM)
30 min

Tenséo (g)

FEN
(1pM)

Figura 13 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca de solucao despolarizante de tyrode com 20
mM KCI (KCI 20 mM).

Tempo (s)

5.5.6 Avaliacdo do efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de rato na

presenca de diferentes concentracdes de Cloreto de Tetraetilamoénio (TEA)

Com intuito de confirmarmos a participacdo dos canais para K* na resposta
vasorrelaxante induzido LSFSJ, foi utilizado TEA em diferentes concentracgdes (1, 3
e 5 mM) que blogueiam canais para potassio (ADARAMOYE; MEDEIROS, 2009;
RIBEIRO et al., 2012; SILVA et al., 2011; WANG et al., 2008).

Apoés a confirmacdo da auséncia do endotélio funcional e um periodo de
estabilizacdo de aproximadamente 30 minutos, as preparagbes foram incubadas
durante 30 minutos com 1 mM, 3 mM ou 5 mM de TEA. Apds esse periodo uma

contracdo foi induzida com FEN (1 pM) e no componente tonico desta foram
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colocadas concentragbes crescentes e cumulativas do LSFSJ (10 — 5000 pg/mL)
(Figura 14). A poténcia e eficicia do vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos
valores de CEso e Enax, respectivamente.

Anéis sem
endotélio vascular

(E-)

ACh LSFSJ
(10uM)  Lavagem

(10 — 5000) pg/mL)

|

FEN

(10uM) f 1

TEA (1 mM) — 30 min FEN
ou (LpuMm)
TEA (3 mM) — 30 min
ou
TEA (5 mM) — 30 min

Tenséo (g)

Tempo (s)

Figura 14 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 pM), na presenca de 1, 3 ou 5 mM de TEA.

5.5.7 Avaliacdo do efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de rato na

presenca de diferentes bloqueadores dos canais para potassio

Com intuito de confirmarmos a participacédo dos canais para K* na resposta
vasorrelaxante induzido LSFSJ, foram utilizados diferentes blogueadores dos canais
para potassio, simultaneamente.

Apoés a confirmacdo da auséncia do endotélio funcional e um periodo de
estabilizacdo de aproximadamente 30 minutos, as preparagbes foram incubadas
durante 30 minutos com 4-aminopiridina (1 mM), bloqueador seletivo dos canais Ky,
glibenclamida (10 pM), blogueador seletivo dos canais Karp, BaCl, (30 uM),
bloqueador seletivo dos canais Kr e TEA (1 mM), que nesta concentracdo é
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conhecido por bloqueador dos canais BKc,, esse bloqueadores foram utilizados

simultaneamente.

Anéis sem
endotélio vascular
(E') ACh LSFSJ
(10pM) Lavage (10 - 5000) pg/mL)
Tl

FEN

(10uMm) T
FEN
(1pM)

Glibenclamida (10 pM)
BaCL, (30uM)
TEA (1 mM)

Figura 15 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca dos diferentes bloqueadores de canais para
potéssio.

5.5.8 Avaliacdo da participacdo de canais para K* sensivel a voltagem (K,) na
resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria mesentérica

de ratos

Para a verificacdo do envolvimento dos canais K, no efeito vasorrelaxante
induzido pelo LSFSJ, utilizou-se o 4-aminopiridina, um inibidor especifico desses
canais (MENEZES et al., 2007).

Apo6s a confirmagdo da auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
incubados com 1 mM de 4-aminopiridina, e apés 30 minutos de incubacédo, uma
nova contracao ténica foi induzida com FEN (1 uM), em seguida, foram adicionadas

concentracbes cumulativas do LSFSJ (Figura 16). A poténcia e eficacia do
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vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos valores de CEsp € Emax

respectivamente.

Anéis sem endotélio
vascular

(E-)

LSFSJ
ACh (10 — 5000) pg/mL)

(10uM) | avagem

l

1 ]

4 - AP (1 mM)
(10uM) 30 min

!

FEN
(1pM)

Tenséo (g)

Tempo (s)

Figura 16 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 pM), na presenca de 1 mM de 4-aminopiridina (4 — AP).

5.5.9 Avaliacdo da participacdo de canais para K sensivel a ATP (Katp) nNa
resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria mesentérica

de ratos

Com o intuito de avaliarmos uma possivel participacdo dos canais para
potassio sensiveis a ATP no efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ, os anéis
foram incubados por 30 minutos com glibeclamida (10 pM), um inibidor desses
canais (MENEZES et al., 2007).

Apos este procedimento, uma nova contragdo foi induzida com FEN (1 pM)
e, em seguida, foram adicionadas concentragdes cumulativas do LSFSJ (Figura 17).
A poténcia e eficacia do vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos valores de

CEsp e Enax, respectivamente.
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Anéis sem
endotélio vascular
(E-)
LSFSJ
ACh (10 — 5000) pg/mL)

(10uM) Lavagem

|

FEN GIibenIIamida T

10uM
(10uM) (20 uM) — 30 min FEN
(1pM)

Tensdo (g)

Tempo (s)

Figura 17 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca de 10 uM de glibenclamida

5.5.10 Avaliacdo da participagdo de canais para K" retificadores de entrada
(Kir) na resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria

mesentérica de ratos

Para investigar a participagdo de canais para K' retificadores de entrada
(Kir) sobre o efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ, utilizou-se BaCl,, um
inibidor seletivo dos canais Kir (CHROSSOBOLIS, 2000).

Apo6s a confirmagdo da auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
incubados com 30 uM de BaCl,, apds 30 minutos de incubacéo, foi induzida uma
nova contracdo tébnica com FEN (1 pM) e, em seguida, foram adicionadas
concentracbes cumulativas do LSFSJ (Figura 18). A poténcia e eficacia do
vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos valores de CEsp € Emax

respectivamente.
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Anéis sem
endotélio vascular
(E-)
ACh LSFSJ
(10pM) Lavagem (10 — 5000) pg/mL)

] |

FEN T T
BaCl, (30 pM)
(10uM) 30 min FEN

(1pm)

Tenséo (q)

Tempo (s)

Figura 18 - Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca de 30 uM de BaCl,

5.5.11 Avaliacdo da participacdo de canais para K' de grande condutancia
sensivel ao calcio (BKcy) na resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em

anéis de artéria mesentérica de ratos

A fim de avaliarmos a participacdo de canais para K* de grande condutancia
sensivel ao célcio (BKca) no efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ, utilizou-se a
iberiotoxina (100 nM), um blogueador seletivo dos canais para K* sensivel ao calcio
de grande condutancia (BKca) (WHITE et al., 2002; SILVA et al., 2011).

Apo6s a confirmagdo da auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
incubados com 100 nM de iberiotoxina, ApOs esse periodo uma contracdo foi
induzida com FEN (1 puM) e no componente ténico desta foram colocadas
concentracdes crescentes e cumulativas do LSFSJ (Figura 19). A poténcia e eficacia
do vasorrelaxamento foram avaliadas por meio dos valores de CEsp € Emax,

respectivamente.
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Anéis sem
endotélio vascular
LSFSJ
(E-) ACh (10 — 5000) pg/mL)

(10puM)  Lavagem

| | |

FEN T T

(10pMm) Iberiotoxina FEN
(100 nM) = 30 min (1pm)

Tens&o (g)

Tempo (s)

Figura 19 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito do
LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca de Iberiotoxina (100 nM).

5.5.12 Efeito do LSFSJ sobre as concentracfes induzidas por CaCl, em anéis

de artéria mesentérica superior isolada de rato

Ap6s a verificagdo da auséncia do endotélio funcional a solugcdo de Tyrode
foi substituida por uma solucdo despolarizante contendo 60 mM de KCI (contracéo
de referéncia). As preparacdes foram lavadas com solucdo Tyrode livre de Ca®*
(Quadro 4) e nela mantidas por 15 minutos. Em seguida, os anéis foram expostos a
solucédo despolarizante com 60 mM de KCI nominalmente sem Ca?* (Quadro 5) por
15 minutos, e uma curva concentragdo-resposta cumulativa foi obtida pela adi¢ao
cumulativa de CacCl, (10° - 3x102M) ao meio. O processo foi hovamente repetido,
sendo que concentracdes isoladas do LSFSJ (3000pug/mL e 5000 pg/mL) foram
incubadas as preparacfes juntamente com a solucéo despolarizante de KCI 60 mM
nominalmente sem Ca®" e uma nova curva concentracéo resposta ao CaCl, (10° -
3x10M) foi obtida (Figura 20). Os resultados foram analisados comparando-se 0s
efeitos maximos (Emsx) obtidos das curvas com CaCl, na auséncia (controle) e na

presenca das diferentes concentracfes do LSFSJ.
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LSFSJ
(3000 ou 5000 ua/mL)
ACh (10 uM)
Lavagem Lavagem Lavagem +
Lavagem
KCI 60 mM KCI160 mM
! nominalmente nominalmente
: sem Ca?+ sem Ca2* .
! L
|: (15min.) (15min.) :,: ?
| | IR
! Ll
. ———
FEN KCI160mM Tyrode KCl
(10 uM) ominaiments  C3CT2 Tyrode cacl,
20 nominalmente
sem Ca (106-3.102 M) 60mM semCa®  (105-3.102 M)
(15min.)

(15 min.)

Figura 20 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo dos efeitos do
LSFSJ sobre as contracBes induzidas por concentragdes cumulativas de CacCl, (10'6 - 3x10'2M) em
meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem calcio.

5.5.13 Avaliacéo do efeito relaxante do LSFSJ sobre as contra¢gdes induzidas

por S(-)-Bay K 8644 em anéis mesentéricos de ratos

Para avaliar o efeito do LSFSJ sobre o influxo de Ca®" através dos canais
para Ca?" sensiveis a diidropiridinas em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos normotensos sem o endotélio funcional, foi utilizado o S(-)-Bay K
8644, um ativador dos canais para Ca?* sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-
AKAHANES et al., 1999). Devido uma despolarizacdo parcial ser necessaria para
obtencdo da resposta ao S(-)-Bay K 8644, a resposta contratil a esse agonista foi
obtida em meio a uma solucdo despolarizante de tyrode com 20 mM de KCI (Quadro
2) (SCHRAMM et al., 1983; DAVIE et al., 1998). Ap6s a verificacdo da auséncia de
endotélio, as preparagbes foram expostas a uma solu¢do despolarizante de tyrode
com 20 mM de KCI durante 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado o S(-)-Bay K
8644 (100 nM) e na fase tbnica desta contracdo, foram adicionadas a cuba
concentragcbes crescentes e cumulativas do LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) a fim de

obtermos uma curva concentragao-resposta (Figura 21).
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Anéis sem
endotélio vascular
(E-)
LSFSJ
ACh (10 — 5000) pg/mL)

Lavagem

(10uMm) l l

FEN T

KCl
(10uM) (20 mM)

Tens&o (g)

Tempo (s)
S(-)-Bay K 8644
(100 nM)

Figura 21 - Representacéo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito relaxante
do LSFSJ (10 — 5000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica de ratos, sem o endotélio funcional,
pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (100 nM).

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia (e.p.m).
As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando o p < 0,05.
As comparacdes estatisticas entre duas variaveis foram realizadas por meio da
utilizacdo do teste t de Student ndo pareado. Para as andlises de mais de duas
variaveis foi utilizado o teste ANOVA one way, seguida do pGs-teste de Bonferroni.

Nas curvas concentracdo-resposta, os valores de Enax (efeito maximo em
porcentagem de relaxamento e de contracdo), de CEsy (concentracdo de uma
substéncia responsavel por 50% do Ems) € de pD2 (logaritmo negativo da CEsp)
foram obtidos por regressdo nao linear. Os resultados foram analisados pelo

programa estatistico GraphPad Prism 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR

O screening fitoquimico do LSFSJ revelou a presenca de esteroides e

flavonoides (Tabela 1).

Metabdlitos

L. Alcaloides Esteroides Taninos Flavonoides Saponinas
secundarios
LSFSJ - ++ - +++ -

Tabela 1 - Analise fitoquimica do LSFSJ. (+) presente, (++) presente/média positividade, (+++)
presente/ grande positividade e (-) ausente

6.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A curva de calibracdo obtida das solu¢cdes com diferentes concentracdes de
acido galico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e carbonato de sédio a 15%,
com espectrofotometro UV-Vis a 760 nm, apresentou equacao Abs = 0,0739x +
0,0371 com R2 = 0,9978. A partir dos dados de absor¢cado do LSFSJ com reagente de
Folin-Ciocalteau, obteve-se as concentracdes de polifenodis apresentadas na (Tabela
2), a média do teor de polifendis presentes no LSFSJ foi de 988,55 + 5,41 mg de Ac.
Gal/100g.

Fenolicos(mg Ac

Amostra Abs Gal/100g)
1 0,404 992,96
2 0,400 982,14
3 0,402 987,55

Tabela 2 - Representacao dos valores da determinacao de teor de polifendis totais no LSFSJ
realizado em triplicata

A atividade antioxidante foi demonstrada através da capacidade do LSFSJ
em sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH®), esse é um dos
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métodos mais utilizados para a avaliagdo da capacidade antioxidante. Nesse estudo
0 LSFSJ apresentou uma CEsg de 302.95 + 0.12 pg/ml.

6.3 ESTUDOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

6.3.1 Efeito induzido pelo LSFSJ sobre a PAM e FC em ratos normotensos néo

anestesiados

Ap6s o periodo de estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares, a
administracdo in bolus e de maneira randémica do LSFSJ (5; 10; 30, 50 e 100
mg/kg) promoveu hipotensédo (-5.2 £ 0.6, -7.9 £0.7; -10.0 £ 1.2; -11.5+ 1.1, -15.8
2.8, respectivamente) e na dose maxima 100mg/Kg observou-se bradicardia (0,3 +
15;2.0+£23;09+£2.0;1.2+25;-41.6 £ 11.6; respectivamente) (Grafico 1).

Assis, K, S.



65

5 10 30 50 100
01 T T
5 - f %
—
X €1
~ *
E -10 4
p: 1
a * L
* #
-15+
-20 -
20
= e T
0- ——
—~ -201
X
O
('8
-40 A
* #
-60 A . %
T T T T T
“ ’\9 %Q (,)Q QQ

LSFSJ (mg/Kg, i.v.)

Grafico 1 — Efeitos do LSFSJ (5, 10, 30, 50 e 100 mg/kg i.v.) sobre: A) PAM (%), B) FC (%) em ratos
normotensos nao anestesiados (n =6). Os valores foram expressos como a média + S.E.M. Foi
utilizado teste “two-way” ANOVA seguido pelo pés teste de Bonferroni’s post-test, *p < 0,05 (vs. 5
mg/kg), #p < 0,05 (vs. 10 mg/kg), ®p<0,05 (vs. 30 mg/kg), *p<0,05 (vs.50mg/Kg).

6.4 ESTUDOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

6.4.1 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica isolada de rato sobre o

tdbnus vascular intrinseco

A administracdo cumulativa do LSFSJ (10-5000 pg/mL), nas preparacdes de
anéis com endotélio intacto ou em anéis com endotélio ausente, ndo alterou o tbnus

muscular esponténeo (Gréfico 2).
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Grafico 2 — Efeito do LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) sobre o tdnus basal em anéis da de artéria
mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto (e) ou endotélio ausente (o), (n=
7)

6.4.2 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica isolada de rato preé-
contraidos com FEN

Em anéis pré-contraidos com FEN (1 uM), a adi¢cdo cumulativa do LSFSJ
(10 - 5000 pg/mL) promoveu um vasorrelaxamento, em anéis com endotélio intacto
(Emax = 105.3 £ 3.54 %; CEso= 1172.7 + 116.1ug/mL, n = 7), de maneira dependente
de concentracdo. A remoc¢ao mecanica do endotélio ndo alterou a resposta relaxante
induzida pelo LSFSJ (Emax = 106.4+ 4.5 %; CEso = 1506.5 + 148.1ug/mL, n = 6)
(Grafico 3).
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Figura 22: Registros originais representativos das respostas do LSFSJ(10 — 5000 pug/mL) em anéis
pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca (A) ou auséncia (B) do endotélio
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Grafico 3 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos, na presenca (e) ou auséncia (o) do endotélio, pré-contraidos
com FEN (1 uM), (n = 7 e 6, respectivamente). Os valores foram expressos como média + e.p.m.
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6.4.3 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica pré-contraidos com
solucao despolarizante de 60 mM de KCI

Em anéis mesentéricos, na auséncia do endotélio vascular, pré-contraidos
com uma solugcdo despolarizante de 60 mM de KCI, a resposta vasorrelaxante
produzida pela adicdo cumulativa do LSFSJ foi atenuada significativamente (Emax =
28.7 £ 2.8%, n = 6), quando comparada aos anéis pré-contraidos com FEN (Emax =
106.4+ 4.5 %; n = 6) (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis da artéria de
artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio, pré-contraidos com FEN (1 uM) (o) ou
pré-contraidos com KCI 60 mM (A) (n = 8 e 6, respectivamente). Os valores foram expressos como
média £ e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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6.4.4 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica pré-contraidos com
solucao despolarizante de 20 mM de KCI

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM), a pré-incubacao por 30 minutos com uma
solugdo Tyrode modificada com 20 mM de KCl| promoveu uma atenuagédo do
vasorrelaxamento induzido pela adicdo cumulativa do LSFSJ, de maneira
significativa (Emax = 75.9 £ 6.0%; n = 5), quando comparado com o controle (Emax =
106.4+ 4.5 %; n = 6) (Gréfico 5).

FEN 1 gM
o ’
20 Emax= 106,4 4,5 %
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Grafico 5 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis da artéria de
artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio, pré-contraidos com FEN (1 pyM) (o) ou
pré-contraidos com KCI 20 mM ((m) (n = 6 e 5, respectivamente). Os valores foram expressos como
média £ e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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6.4.5 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de rato na presenca de
diferentes concentragdes de Cloreto de Tetraetilamonio (TEA)

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio
funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM), a pré-incubacgéo por 30 minutos de TEA
(1, 3 ou 5 mM), mostrou uma atenuagdo significativa na curva concentracéo-
resposta produzida pelo LSFSJ, sendo essa atenuacdo dependente de
concentracdo de (Emax= 62.5 £ 9.8%; n =8; 40.9£3.8% %; n=7 e 10.3 £ 3.7%; n =
5), respectivamente (Gréfico 6).
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Gréafico 6 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio, pré- contraidos com FEN (1 uM), na auséncia
(o) e na presenga de TEA 1 mM (A), TEA 3 mM (o) ou TEA 5 mM (V) (n = 6, 8, 7, e 5,
respectivamente). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 uM
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6.4.6 Efeito do LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de rato na presenca de
diferentes bloqueadores de canais para potassio

Para confirmarmos a participacdo dos canais para K' na resposta
vasorrelaxante induzido LSFSJ, utilizamos diferentes bloqueadores dos canais para
potéssio, simultaneamente.

Foram utilizados 4-aminopiridina (1 mM), bloqueador seletivo dos canais Ky,
glibenclamida (10 pM), blogueador seletivo dos canais Karp, BaCl, (30 uM),
bloqueador seletivo dos canais Kigr e TEA (1 mM), bloqueador dos canais BKc, nesta
concentracdo, simultaneamente. Nestas condi¢des, a curva concentracao-resposta
do LSFSJ foi significativamente atenuada, com alteracfes significativas do efeito
mMaximo (Emax = 23.9 + 3.4%; n = 5), quando comparadas com o controle (Emax =
106.4+ 4.5 %; n = 6) (Gréfico 7)
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Grafico 7 — Curva concentracao-resposta induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pug/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio, pré- contraidos com FEN (1 pM), na auséncia

(o) e na presenca de 4-AP (1 mM), glibenclamide (10 mM), BaCl, (30 mM) and TEA (ImM) (),(n =
4), simultaneamente. Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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6.4.7 Participacdo de canais para K* sensivel a voltagem (K,) na resposta

vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de ratos

Para investigar a participacdo dos canais Ky nos efeitos vasculares
induzidos pelo LSFSJ (1 - 5000 pg/mL), foram realizados experimentos na presenca
de 1 mM de 4-Aminopiridina, um bloqueador especifico destes tipos de canais
(MENEZES et al.,, 2007). Nestas condicbes, a curva concentracdo-resposta do
LSFSJ foi significativamente atenuada, com alteracfes significativas do efeito
mMaximo (Emax = 33.6 £ 5.9%; n = 5), quando comparados aos anéis sem endotélio
funcional, na auséncia do 4-Aminopiridina e pré-contraidos com FEN (1 uM) (Emax=
106.4+ 4.5 %; n = 6) (Grafico 8).
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Gréafico 8 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 10000 pg/mL) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio, pré- contraidos com FEN (1
MM), na auséncia (o) e na presenca de 4-aminopiridna 1 mM (4),(n = 6 e 5,
respectivamente). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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6.4.8 Participacdo de canais para K* sensivel a ATP (Katp) Na resposta

vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio
funcional e pré-contraidos com fenilefrina (1 puM), a pré-incubacdo por 30 minutos
com glibenclamida (10 puM), um inibidor seletivo dos canais Karp (MENEZES et al.,
2007), atenuou significativamente o efeito maximo (Emax = 72.3 £ 4.3%; n = 7)
quando comparado com o controle (Emax = 106.4+ 4.5 %; n = 6), como ilustrado no
Gréfico 9.
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Grafico 9 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio, pré- contraidos com FEN (1 uM), na auséncia
(o) e na presenca de Glibenclamida 100 nM (m), (n = 6 e 7, respectivamente). Os valores foram
expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 uyM

Assis, K, S.



74

6.4.9 Participacdo de canais para K" retificadores de entrada (K|r) na resposta

vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria mesentérica de ratos

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio
funcional e pré-contraidos com FEN (1 uM), a pré-incubacdo por 30 minutos com
BaCl, (30 pM), um inibidor seletivo dos canais Kir (CHROSSOBOLIS, 2000),
promoveu uma reducdo do efeito maximo. Os valores obtidos nessa condicao
experimental foram: Eqs= 73.5 £ 6.9 %; n = 7, os quais foram comparados com os

valores obtidos na situacdo controle (Emax= 106.4+ 4.5 %; n = 6) (Gréafico 10).
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Grafico 10 - Efeito vasorrelaxante do LSFSJ (10 - 5000 ug/mL) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato pré contraidos com FEN 1 uyM na auséncia (o) ou na presenca de BaCl, (A)
(n =6 e 7, respectivamente). Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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6.4.10 Participacdo dos canais para potassio de grande condutancia sensivel
ao célcio (BKca) na resposta relaxante induzida pelo LSFSJ em anéis de artéria
mesentérica de ratos

Quando os anéis de artéria mesentérica foram incubados com iberiotoxina
(100 nM), um bloqueador seletivo dos BKc, (WHITE et al., 2002; SILVA et al., 2011),
nao houve diferenca no efeito maximo do LSFSJ (Emax = 94.2+ 8.1 %; n = 6) quando
comparados com os valores obtidos no controle (Eqax= 106.4+ 4.5 %; n = 6).(Grafico
11).
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Gréafico 11 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pug/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos, sem endotélio, pré-contraidos com FEN (1 pM), na auséncia
(o) ou na presenga de lberiotoxina 100 nM (V¥),(n = 6 e 6, respectivamente). Os valores foram
expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 uM

Assis, K, S.



76

6.4.11 Verificagao do efeito do LSFSJ sobre a curva cumulativa para o CacCl;

em artéria mesentérica de ratos

O Grafico 12 mostra que as curvas concentracfes-respostas para o CaCl,
nao tiveram suas respostas alteradas com relagdo ao efeito méximo, contudo houve
um leve deslocamento das curvas para a direita, alterando a sua poténcia.

Os valores obtidos nessas condi¢cdes experimentais foram: Ema= 97,05 £
5,71 %; pD, = 3,25 £ 0.03; n =4 e Eqa= 100,51 + 2,46 %; pD, = 3,19 £ 0.01; n = 4,
para as concentracdes de 3000 e 5000ug/mL, respectivamente. Esses valores forma
comparados com os obtidos na situagéo controle Eys= 100 £ 0,00 %; pD, = 3,47 *
0.02; n =4.
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Grafico 12 — Curvas cumulativa para caCl® na presenca de concentra¢cBes isoladas do LSFSJ, em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio funcional (n=4). Os valores
foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs versus controle.

6.4.12 Efeito do LSFSJ sobre as contracfes induzidas por S(-)-Bay K 8644 em

artéria mesentérica de ratos

Em preparagbes de anéis de artéria mesentérica superior, sem endotélio
funcional e pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (100 nM) a curva concentracao-

resposta do LSFSJ foi atenuada, com um efeito maximo significativamente menor
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(Emax = 15,0 £ 6,7 %; n = 6), quando comparado aos anéis sem endotélio funcional,
pré-contraidos com FEN (1 uM) (Emax= 106.4+ 4.5 %; n = 6) (Grafico 13).
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Grafico 13 — Efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (10 - 5000 pg/mL) em anéis da artéria de
artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio, pré-contraidos com FEN (1 pM) (o) ou
pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 (100 nM) (V) (n = 6 e 6, respectivamente). Os valores foram
expressos como média + e.p.m. *p<0,05 vs FEN 1 yM
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7 DISCUSSAO

O estudo desenvolvido ampliou os conhecimentos sobre a acédo da fruta
Syzygium jambolanum no sistema cardiovascular, mostrando que a administracao
aguda do LSFSJ promoveu hipotensdo em ratos normotensos ndo anestesiados. O
efeito hipotensor induzido pelo LSFSJ pode estar relacionado com a diminuicdo da
RVPT, como observado no efeito vasorrelaxante produzido pelo LSFSJ em artéria
mesentérica superior isolada de rato. O mecanismo de acdo da resposta
vasorrelaxante envolve, provavelmente, a ativacdo de canais para K*, provocando
hiperpolarizacdo da membrana das células musculares lisas vascular e,
consequentemente, fechamento dos canais para calcio sensiveis a voltagem (Ca,).

A busca pela qualidade de vida e bem-estar tem se tornado uma
preocupacdo cada vez mais presente no conjunto da sociedade, resultando na
busca crescente por terapias naturais, tanto que o Ministério da Saude autorizou a
implementagdo de Praticas Integrativas e Praticas Complementares no Sistema
Unico de Salde (SUS) e que posteriormente, resultou na criagdo de uma Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BASIL, 2007). Em 2008, foi publicada a Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS), contendo 71
plantas, dentre elas esta a Syzygium jambolanum (BRASIL, 2009).

A Syzygium jambolanum tem sido extremamente estudada por possuir
varias propriedades medicinais. A casca demonstra atividade carminativa, digestiva,
antidiabética, anti-helmintica e antibacteriana. As folhas possuem uma propriedade
antibacteriana e sao utilizadas para reforgar os dentes e gengivas. As folhas também
tém sido amplamente utilizados para tratar a diabetes, constipacéo, leucorréia, febre,
gastropatia e dermopatia. Os frutos e sementes sdo usados para tratar diabetes,
faringite, doencas do baco, uretrite e infeccdo por micoses. (JAGETIA e BALIGA,
2002; PEPATO et al., 2001; PARI e SARAVANAN, 2002; MITRA, 1995).

Contudo, pouco se sabe sobre a acdo farmacoldgica do suco dessa fruta
sobre o sistema cardiovascular. Com a finalidade de ampliar tais conhecimentos, o
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do liofilizado do suco da fruta Syzygium
jambolanum (LSFSJ) sobre o sistema cardiovascular de ratos, procurando elucidar

0S possiveis mecanismos de acdo envolvidos em suas respostas, através da
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avaliacdo dos efeitos do LSFSJ sobre a PA e FC de ratos normotensos nao-
anestesiados (abordagem in vivo), bem como das respostas vasorrelaxantes em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato (abordagem in vitro).

Diversos estudos tém demonstrado que a ingestéo regular de alimentos e
bebidas ricos em compostos fendlicos como o vinho tinto, chd, chocolate, frutas e
legumes estd associada com melhor progndstico cardiovascular (DI, et al., 2002;
MUKAMAL, et al., 2002; SOFI, et al., 2008; DIEBOLT, et al, 2001; MOURA, et al,
2004).

Para detectar algumas classes de metabdlitos secundarios encontradas no
LSFSJ foi realizado o screening fitoquimico, o qual revelou a presenca de esteroides
e principalmente de flavonoides. Esses resultados corroboram com os dados obtidos
por Pereira (2011) que demonstrou a presenca de flavonoides no extrato aquoso da
casca e da polpa de Syzygium jambolanum, e por Faria et al. (2011), que detectou a
presenca de esteroides na polpa do extrato aquoso da mesma fruta. Em seguida
realizamos o ensaio do teor de polifendis totais através do reagente de Folin-
Ciocalteu, de acordo com o método colorimétrico descrito por Slinkard e Singleton
(1977). Vasco, Ruales & Kamal-Eldin. (2008) analisaram o teor de fendlicos totais de
dezessete fruto do Equador, avaliado seus frutos em trés categorias: baixo (<100 mg
GAE / 100 g, médio (100 a 500 mg GAE / 100 g) e alta (> 500 mg GAE / 100 g) para
compostos fendlicos amostras frescas, visto que o teor de fendlicos totais
apresentado pelo LSFSJ foi de 988,55 + 5,41 mg Ac Gal/100g, pode se dizer que é
um produto com alto teor de fendlicos esse resultado corrobora com os estudos
realizados por Rufino et al. (2010) que demonstrou um teor de polifenois de 1117 +
67,1 mg Ac Gal/100g. Por sua vez a atividade antioxidante mostrada pelo LSFSJ foi
expressa como CEsg mostrando uma baixa capacidade de quelar o radical DPPH®,
este resultado corrobora apresentada por Reynertson et ai (2008), que foi de 389 +
36,0 ug / ml.

Estudos mostram que diversos flavonoides apresentam agdo no sistema
cardiovascular. Flavonoides encontrados em vinhos e sucos de frutas promovem
hipotensdo e vasorrelaxamento em artérias (SOARES de MOURA et al., 2002;
MADEIRA et al., 2005).

Diante dessas informacfes, a avaliacdo da resposta induzida pelo LSFSJ

sobre a pressédo arterial e frequéncia cardiaca foi realizada em ratos normotensos
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nao anestesiados. A administracdo aguda intravenosa do LSFSJ promoveu
hipotensdo seguida de taquicardia (Grafico 1).

A presséo arterial média é o produto da resisténcia vascular periférica total
pelo débito cardiaco. Dessa forma alteracdes do ténus da musculatura lisa vascular
desempenham um importante papel na manutencdo da PA (FOLKOW, 1987,
MULVANY; AALKJAER, 1990). Com o objetivo de melhor compreender a natureza
do efeito hipotensor observado nos experimentos in vivo, foram utilizados anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato para investigar a resposta do LSFSJ
utilizando uma abordagem in vitro.

Concentragdes crescentes do LSFSJ foram adicionadas sobre o tonus basal
de anéis de artéria mesentérica e nestas condi¢cdes o LSFSJ ndo induziu alteracdes
significativas (Grafico 2). Em seguida avaliamos o efeito do LSFSJ frente a
preparacdes de anéis de artéria mesentérica pré-contraidas com um agente
contracturante a FEN (1 pM), os resultados obtidos mostraram que o LSFSJ foi
capaz de induzir vasorrelaxamento dependente de concentracdo (Grafico 3).

As substancias que apresentam acao vasorrelaxante podem exercer essa
resposta induzindo relaxamento do musculo liso vascular por atuacdo nas células
musculares lisas vasculares ou nas células endoteliais que, por sua vez, regulam a
atividade contratil das células musculares lisas vasculares.

O endotélio tem uma funcdo importante na manutencdo da homeostasia
vascular pela sintese e liberacdo de varios fatores vasodilatadores tais como o 0xido
nitrico, prostaciclinas e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio; e fatores
contracturantes, como endotelina (MATOBA et al., 2002; KOZA et al., 2007). Diante
dessas consideracfes, passamos a avaliar a influéncia do endotélio funcional na
resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ. Nas preparacfes em que o endotélio
foi mecanicamente removido o efeito vasorrelaxante promovido pelo LSFSJ ocorre
de modo semelhante aquele observado nos anéis sem endotélio funcional (Gréafico
3), sugerindo que o LSFSJ exerce seu efeito, provavelmente, por acdo direta sobre o
musculo liso vascular. A partir desses resultados preliminares, os experimentos
subsequentes foram realizados com anéis de artéria mesentérica sem endotélio
vascular e submetidos a uma pré-contragao.

A regulacdo da resposta contrétil do masculo liso é dependente do aumento

na concentracdo de calcio intracelular (ICa®l) que ocorre como resultado da
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liberacdo de Ca®" de estoques intracelulares, do influxo de Ca* do meio
extracelular, ou ambos (ADAMOVA; OZKAN; KHALIL, 2009; SOMLYO; SOMLYO,
1994). O aumento da [Ca®"]; facilita a interacdo do complexo célcio- 4-Calmodulina
[(Ca2+)4-CaM], que sofre uma alteracdo conformacional e ativa a cinase da cadeia
leve da miosina (MLCK). A MLCK ativada ir4 fosforilar a cadeia leve da miosina, o
que favorece o deslizamento dos filamentos de actina sobre os de miosina,
provocando a contracdo do musculo liso vascular (JOHNSON; SNYDER, 1995;
WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009).

A FEN induz contracdo das células do musculo liso por meio da ativacdo dos
receptores a1-adrenérgicos que sdo acoplados a proteina Gg/11. Quando ativados,
esses receptores induzem a ativacdo da fosfolipase C-g (PLCB) que ira hidrolisar o
fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP,) em 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 ativa os receptores para IPs; (IP3R), localizados no reticulo
sarcoplasmaético, promovendo a liberagéo do Ca?* para o citosol. O DAG, juntamente
com a elevacdo da [Ca®'], ativa a proteina cinase C (PKC) que por sua vez, ira
fosforilar varios alvos proteicos, como os canais para Ca®* sensiveis & voltagem tipo
L (Cayl.2), presentes na membrana plasmética. Quando abertos, os Cay permitem o
influxo de Ca*" resultando em contracdo das células musculares lisas vasculares
(MCCARRON et al., 2003; THORNELOE; NELSON, 2005).

Dessa forma, drogas que causam bloqueio direto ou indireto de canais para
Ca?" induzem o relaxamento do musculo liso vascular. Uma das formas de induzir o
bloqueio indireto dos canais para Ca®" é por meio da ativacédo de canais para K"
presentes na membrana plasméatica. Os canais para potassio sdo o0s canais ibnicos
dominantes na membrana plasmatica das células musculares lisas, e a corrente
através desses canais contribui substancialmente para o potencial de membrana,
sendo de grande importancia na regulacdo do ténus da musculatura lisa vascular
(JACKSON, 2000a; JACKSON, 2001b; JACKSON, 2005c).

A ativacdo de um canal para potassio provoca um efluxo de ions K*, o que
causa hiperpolarizacdo da membrana celular (SOBEY, 2001). Este estado de
hiperpolarizagdo conduz ao fechamento de canais para calcio dependentes da
voltagem (Ca,) e consequente diminuicdo no influxo desse ion, culminando no
relaxamento da musculatura lisa vascular (FARACI; HEISTAD, 1998; SOBEY, 2001).
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Baseado na importancia dos canais para K' na regulacdo de funcées
vasculares resolvemos avaliar a participacdo destes canais na resposta
vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ. A aumento na [K']e modula o efluxo de K*
através da membrana plasmaticas atenuando o relaxamento induzido por drogas
que atuam por meio de ativacdo de canais para K* (GURNEY, 1994). Diante dessas
informacdes, o efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ foi avaliado em anéis pré-
contraidos com FEN na presenca de solucdo despolarizante contendo 20 mM de
KCI. A resposta induzida pelo LSFSJ foi significativamente atenuada (Gréafico 4),
sugerindo o envolvimento de canais para K na resposta vasorrelaxante induzida
pelo LSFSJ.

Para confirmar a participacdo de canais para K* no efeito vasorrelaxante
induzido pelo LSFSJ, foram utilizadas preparacfes incubadas com diferentes
concentracdes de TEA (1, 3 e 5 mM) um bloqueador de canais para K"
(ADARAMOYE; RIBEIRO et al., 2012; MEDEIROS 2009; SILVA et al., 2011; WANG
et al., 2008). Nestas condi¢cdes observamos que o efeito vasorrelaxante promovido
pelo LSFSJ foi atenuado significativa de forma dependente de concentracdo do TEA
(Grafico 5), tendo seu efeito praticamente abolido na presenca de 5 mM de TEA.
Esses dados sugerem o envolvimento de canais para K* no efeito vasorrelaxante
induzido pelo LSFSJ. Dessa forma passamos a avaliar os subtipos de canais para
K" envolvidos na resposta observada.

Dados relatados na literatura apontam a existéncia de diversos subtipos de
canais para K' expressos na membrana das CMLVs (KO et al., 2008). Foram
identificados quatro subgrupos distintos desses canais no musculo liso arterial:
canais para K" dependentes de voltagem (Ky); canais para K sensiveis ao ATP
(Katp); canais para K* retificadores de entrada (Kir) e canais para K* sensiveis ao
Ca?" de grande condutancia (BKca) (KO et al., 2008; (GOLDSTEIN et al., 2005;
GUTMAN et al., 2005; KUBO et al., 2005; STANDEN; QUAYLE, 1998; WEI, et al.,
2005).

Os canais Ky estdo presentes em todas as células musculares lisas e
também sdo ativados por despolarizacdo de membrana plasmatica, sendo muito
importantes na fase de repolarizacdo do potencial de acao e regulacdo do potencial
de membrana em muitas células excitaveis (DORA; GARLAND, 2001; YU et al,

2004). Para avaliarmos a participacédo deste canal no efeito induzido pelo LSFSJ,
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utilizamos o 4 - aminopiridina (1 mM) um inibidor especifico para canais para
potdssio sensiveis a voltagem (MENEZES et al., 2007). Nessas condi¢fes
observamos uma atenuacdo significativa do efeito vasorrelaxante induzido pelo
LSFSJ (Grafico 6), sugerindo que, provavelmente, ocorre uma participacdo dos
canais Cay no efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ.

Os Katp séo canais regulados pelo ATP intracelular, que se fecham quando
a concentracao intracelular de ATP aumenta, sendo também regulados por outras
vias de transducdo de sinal. Estes canais estdo pouco abertos em condi¢coes
normais, tendo uma pequena influéncia na manutencdo do potencial de repouso,
entretanto, em condicbes patolégicas em que a concentracdo de ATP esteja
reduzida ou quando ocorre aumento do AMPc intracelular, estes canais sao ativados
e produzem uma potente vasodilatacdo (JACKSON, 2000; LIU; GUTTERMAN,
2002). Apos a realizagdo de um protocolo experimental na presenca da glibeclamida
(10 uM), um inibidor especifico desses canais (MENEZES et al., 2007), observamos
uma atenuacado significativa no efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ (Gréfico
7). Esse resultado sugere que 0s Karp, provavelmente estariam envolvidos na
resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ.

Os Kir s@o canais para potassio que quando ativados promovem o equilibrio
do potencial negativo da membrana, pois conduzem ions potassio para dentro da
célula, quando o potencial estd mais positivo, considerando que com o potencial
mais positivo a entrada de potéssio € limitada (QUAYLE, 1997). Esse mecanismo 0s
torna importantes para manutencdo da homeostasia do tonus vascular. Esses canais
Kir séo bloqueados por Ba?* em concentracdes micromolar (QUAYLE et al., 1997).
Com o objetivo de avaliarmos a participacdo dos Kir na resposta relaxante induzida
pelo LSFSJ, utilizamos o BaCl, (30 pM), um inibidor seletivo desse canais
(CHRISSOBOLIS, 2000). Na presenca de BaCl, a resposta vasorrelaxante do
LSFSJ promoveu um deslocamento para a direita com atenuacdo da poténcia, sem
alterar o efeito maximo (Grafico 8). Esse resultado sugere que, provavelmente,
ocorre uma participagcdo dos canais Kir no efeito vasorrelaxante induzido pelo
LSFSJ.

Os BKca sao canais ativados por despolarizacdo do potencial de membrana
(FARACI; SOBEY, 1998), em resposta ao aumento da concentracdo citosolica de

Ca”", seja por influxo desse fon do meio extracelular ou por sua liberacdo do reticulo

Assts, K, .



85

sarcoplasmatico (ZHANG et al., 2006). Sua ativacdo ocorre a fim de interromper, por
feedback negativo, mecanismos de despolarizagdo e contracdo muscular,
desempenhando grande importancia no controle do tbnus vascular e da pressao
sanguinea (ASANO, MASUZAWA-ITO; MATSUDA, 1993; CAIl; GONG; PAN, 2007,
JACKSON, 2000). A ativagdo destes canais, em células musculares lisas de artéria
mesentérica de rato, é reduzida na presenca de iberiotoxina (100 nM), um
blogueador seletivo para os BKcy, (BYCHKOV et al., 1998). Nestas condigbes
observamos que a curva concentracado-resposta induzida pelo LSFSJ foi deslocada
para a direita sem reducéo do efeito maximo (Gréfico 9). Este resultado sugere que
0s canais BKc, provavelmente, também estariam envolvidos no efeito
vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ.

A elevacédo da concentracdo extracelular de potassio gera em menor efluxo
de K' pelos canais que permeiam esse ion e acimulo de cargas positivas no meio
intracelular, resultando em despolarizacdo da membrana plasmatica, com
consequente abertura de canais sensiveis a voltagem, dentre eles os canais Cay,
levando a contracdo muscular (KARAKI et al., 1997; INTERRAMINESE et al., 2007;
WANG et al., 2007).

Com a finalidade de avaliar a participacdo de canais sensiveis a voltagem na
resposta induzida pelo LSFSJ, anéis de artéria mesentérica superior foram pré-
contraidos com a solucdo despolarizante contendo 60 mM de KCl O efeito
vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ foi sigificativamente menor, quando comparado
ao obtido aos anéis pré-contraidos com FEN (1 pM) (Grafico 10). E caracterizado na
literatura que drogas que promovem relaxamento por ativagcdo dos canais para
potassio possuem a resposta reduzida frente a contracbes induzidas por agentes
despolarizantes, devido & diminuicdo do efluxo de K" (GURNEY, 1994). Dessa
forma, o resultado obtido sugere que o vasorrelaxamento promovido pelo LSFSJ
pode envolver possivel ativacdo de canais para potassio, ndo sendo descartado um
possivel bloqueio de canais para calcio.

Com a finalidade de avaliarmos se esse efeito vasorrelaxante promovido
pelo LSFSJ na presenca desse agente despolarizante envolveria um bloqueio dos
Ca,l1.2 (tipo-L), analisamos o efeito do LSFSJ sobre as contracdes induzidas pelo
derivado diidropiridinico S(-)-Bay K 8644 (100 nM), um ativador seletivo dos Ca,1.2

(SCHRAMM et al., 1983). Esse protocolo foi realizado utilizando-se uma solucéo de
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tyrode contendo 20 mM de KCL, sendo em seguida induzida contracdo com o S(-)-
Bay K 8644 (SCHRAMM et al.,, 1983; DAVIE et al., 1998). Nestas condi¢oes
observamos que o efeito vasorrelaxante induzido pelo LSFSJ foi significativamente
reduzido (Grafico 13), sendo menor do que aquele observado nas contracdes
induzidas por solugcdo despolarizante contendo 60 mM de KCI. Esses dados
sugerem que provavelmente o mecanismo envolvido na resposta vasorrelaxante
induzida pelo LSFSJ envolve bloqueio de canais sensiveis a voltagem, sendo
necessarios estudos adicionais para caracterizar os subtipos de canais envolvidos,
podendo haver participacdo, por exemplo de canais do tipo ROCs (canais ativiados
por receptor) e SOCs (canais ativados por deplecédo dos estoques intracelulares), os
quais permeiam Ca®" e outros cétions.

Esses resultados em conjunto demonstram que o LSFSJ promove um efeito
hipotensor, sendo esse efeito provavelmente atribuido a reducdo da RVPT, como
observado por meio do efeito vasorrelaxante produzido pelo LSFSJ em artéria
mesentérica superior isolada de rato. O mecanismo de acdo responsavel pela
resposta vasorrelaxante induzida pelo LSFSJ ndo esta totalmente esclarecido.
Entretanto a resposta parece envolver, provavelmente, a ativacdo de canais Ky,
Katp,Kir € BKca, N80 sendo descartada uma possivel acdo no bloqueio de canais de
calcio, podendo esses efeitos serem diretos ou indiretos. Com isso, estudos
adicionais sdo necessarios para esclarecer o mecanismo pelo qual o LSFSJ induz a
ativacdo de canais para potassio e, provavelmente, blogueio de canais para calcio,

promovendo a resposta vasorrelaxante observada.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, concluimos que:

e O LSFSJ apresenta um alto teor de polifendis, sendo detectados flavonoides
e esteroides;

e O LSFSJ promove hipotensdo em ratos normotensos nao anestesiados;

e O LSFSJ promove efeito vasorrelaxante independente do endotélio vascular
por meio de mecanismo ainda néo esclarecido que culmina com ativacao de
canais para K* dos tipos K, Katp € Kir, Ndo sendo descartada a participagio
dos canais para Ca?* no mecanismo vasorrelaxante;

e Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer o mecanismo através do
qual o LSFSJ promove a resposta vasorrelaxante.
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9 PERSPECTIVAS

Atualmente, novas alternativas tém sido investigadas para o tratamento da
hipertensdo arterial. Diversos estudos tém relacionado a utilizagcdo de produtos
naturais, dentre eles extratos, liofilizados e sucos de frutas, como possiveis drogas
para promover a prevencao e tratamento da hipertensao arterial. O LSFSJ oferece
uma alternativa para os estudos que avaliam os efeitos benéficos para o sistema
cardiovascular. Dessa forma, torna-se interessante realizar a melhor caracterizagao
do mecanismo envolvido na resposta vasorrelaxante induzida por LSFSJ, bem como
a influéncia que o tratamento com LSFSJ exerce quanto a protecdo cardiovascular,

prevencao e tratamento da hipertensao arterial.
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