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RESUMO

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo, sendo atualmente o mais importante fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. No Brasil, consideravel parte da populacao faz
uso de plantas medicinais para tratamento de diversas doencas, dentre elas, a HAS. Espécies
vegetais, como a Annona muricata Linn (Annonnaceae), a qual é utilizada por comunidades
para o controle da pressdo arterial, j& foram alvo de estudos que confirmaram as suas
propriedades hipotensivas. A espécie Annona crassiflora Mart. (Annonnaceae), conhecida
popularmente como araticum, também é amplamente utilizada para o tratamento de feridas,
doencas venéreas, cancer, entre outras. Apesar de seu uso extensivo na medicina popular, ndo
ha informacdes disponiveis na literatura reportando que a A. crassiflora apresente um possivel
efeito sobre o sistema cardiovascular. Considerando que plantas do mesmo género possam
apresentar perfis fitoquimicos semelhantes e consequentemente, atividades fisioldgicas
semelhantes, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do extrato aquoso liofilizado
das folhas de A. crassiflora sobre a pressdo arterial e frequéncia cardiaca de ratos Wistar
normotensos, bem como determinar os possiveis mecanismos envolvidos no processo, atraves
da administracdo de antagonistas e inibidores especificos (metilatropina para avaliagdo da
participacdo de receptores muscarinicos; hexameténio, para avaliagdo da participacdo de
ganglios autondmicos; indometacina para avaliacdo da participacdo de prostaglandinas; L-
NAME para avaliacdo da participacdo da sintese e/ou liberacdo de Oxido nitrico;
glibenclamida para avaliar a participacio de canais de K™ ATP-dependentes. nifedipina para
avaliar a participacéo de canais de Ca** voltagem-dependentes). A administracéo do extrato
aquoso evocou significativo efeito hipotensivo dose-dependente, o qual parece estar
relacionado principalmente a mecanismos vasodilatadores. Ainda, observou-se que o extrato
apresenta cardiotoxicidade em altas doses. A investigacdo dos mecanismos relacionados aos
efeitos observados revelou que a vasodilatacdo ndo parece envolver a atividade de receptores
muscarinicos, sintese e/ou liberagdo de NO e efluxos autondmicos periféricos; que o extrato
parece estimular substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras dependentes da agdo das
ciclooxigenases; que a administracdo de glibenclamida potencializa a cardiotoxicidade
induzida pelo extrato; que o bloqueio de canais de Ca?* voltagens dependentes é parcialmente

responsavel pelo efeito vasodilatador do extrato.

Palavras-chave: Sistema cardiovascular. Pressdo arterial. Frequéncia cardiaca.
Cardiotoxicidade. Annona crassiflora.



ABSTRACT

Hypertension is one of the main causes of morbidity and mortality in the world and is
currently the most important risk factor for the development of cardiovascular diseases. A
considerable part of the brazilian population uses medicinal plants for the treatment of several
diseases, like hypertension. Plant species such as Annona muricata Linn (Annonnaceae),
which is used by some communities to control blood pressure, have been the subject of
studies that confirmed their hypotensive properties. The species Annona crassiflora Mart.
(Annonnaceae), popularly known as araticum, is also used by folk medicine for the treatment
of wounds, venereal diseases, cancer, among others. Despite its extensive use in folk
medicine, there is no information available reporting that A. crassiflora has a possible effect
on the cardiovascular system. Considering that plants of the same genus may present similar
phytochemical profiles and consequently, similar physiological activities, the aim of the
present study was to evaluate the effect of the lyophilized aqueous extract of A. crassiflora
leaves on blood pressure and heart rate of normotensive Wistar rats, as well as to determine
the possible mechanisms involved in these effects through the administration of specific
antagonists and inhibitors (methylatropin for the evaluation of muscarinic receptors;
hexamethonium for the evaluation of autonomic ganglia; indomethacin for the evaluation of
prostaglandins; L-NAME to evaluate the synthesis and/or release of nitric oxide (NO),
glibenclamide to evaluate K* ATP-dependent channels, nifedipine to evaluate voltage-gated
Ca®* channels). The administration of the extract evoked a significant dose-dependent
hypotensive effect, which seems to be mainly related to vasodilatory mechanisms. It has also
been observed that the extract has a high dose cardiotoxicity. Investigation of mechanisms
related to observed effects revealed that the vasodilation activity of the extract does not seem
to involve muscarinic receptor activity, synthesis and/or NO release and peripheral autonomic
efflux; that the extract seems to stimulate vasoconstricting and vasodilatory substances that
dependent on the activity of cyclooxygenases; that the administration of glibenclamide
potentiates the cardiotoxicity induced by the extract; that the blockade of voltage-gated Ca®*
channels is partially responsible for the vasodilator effect of the extract.

Keywords: Cardiovascular system. Blood pressure. Heart rate. Cardiotoxicity. Annona

crassiflora.
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1. INTRODUCAO

1.1 Metabolismo secundario de plantas

O conjunto de reagdes bioquimicas que ocorre em todas as células de animais, vegetais
e microrganismos é definido como metabolismo. As substdncias quimicas formadas,
degradadas ou transformadas por essas reacdes bioquimicas sdo denominadas de metabolitos
(SIMOES et al., 2007). De maneira geral, as reacdes bioquimicas podem ser classificadas em
anabolicas (sintese de metabdlitos a partir de precursores) e catabolicas (degradagdo de
constituintes celulares e nutrientes). Embora grupos distintos de organismos vivos tenham
caracteristicas proprias que os diferenciam, 0s processos metabdlicos basicos dos seres vivos
sdo bastante similares. Assim, como 0s processos bioquimicos basicos sdo fundamentais a
manutencdo da viabilidade celular e, consequentemente, a vida, 0S mesmos s&o
apropriadamente denominados de metabolismo primario (SIMOES et al., 2007; LEITE,
2009).

Além de possuirem metabolismo primario, alguns organismos, como 0S vegetais,
apresentam a capacidade de sintetizar e armazenar, também, uma grande variedade de outros
compostos organicos, que, de forma geral, ndo parecem tomar parte nos processos de
crescimento e desenvolvimento dos organismos que os sintetizam (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000; FERREIRA; PINTO, 2010). Essas substancias, denominadas de metabdlitos
secundarios, desempenham papel importante na sobrevivéncia das plantas em seu meio
ambiente, permitindo a interacdo desses organismos com O ecossistema ao seu redor
(BOURGAUD et al., 2001; DAAYF; LATTANZIO, 2008; WINK, 2010).

A capacidade de sintetizar metabolitos secundarios se desenvolveu ao longo do
processo evolutivo de diferentes linhagens de plantas, de acordo com a necessidade especifica
da espécie em seu habitat natural (PICHERSKY; GANG, 2000). Assim, a producdo de
metabolitos secundarios tem papel fundamental: (i) na atracdo de insetos polinizadores e
animais dispersores de semente, através da sintese de substancias volateis e aromaticas, bem
como de pigmentos por flores e frutos (PICHERSKY; GANG, 2000; CROZIER; CLIFFORD;
ASHIHARA, 2006); (ii) na protecdo contra inimigos potenciais (como bactérias, fungos,
insetos, mamiferos e outros animais herbivoros) ou para suprimir o crescimento de plantas
vizinhas (efeito conhecido como alelopatia) através da sintese de produtos toxicos
(PICHERSKY; GANG, 2000; BOURGAUD et al., 2001; LEITE, 2009); (iii) na protecdo das
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folhas expostas a luz solar, por meio da sintese de compostos que absorvem a radiagédo
ultravioleta (BOURGAUD et al., 2001).

Do ponto de vista bioquimico, os metabdlitos secundarios sdo sintetizados nas células
vegetais a partir dos metabdlitos priméarios como lipideos, carboidratos e aminoacidos, atraves
de diversas reacdes enzimaticas (LEITE, 2009). A sintese ocorre a partir do metabolismo da
glicose e requer dois intermediarios biossintéticos, o acetato e o &cido chiquimico, ou ainda,
uma combinagdo de ambos, como pode ser visto na Fig. 1 (SIMOES et al., 2007). Os
metabolitos secundarios sdo geralmente classificados de acordo com suas vias biossintéticas,
em trés grandes grupos: compostos fendlicos (estruturas aromaticas que possuem um ou mais
grupos hidroxilicos: OH), terpenos e esteroides (gerados a partir de unidades isoprénicas, as
quais possuem 5 atomos de carbono: metil-buta-1,3 dieno); e os alcaloides (bases organicas
gue possuem um atomo de nitrogénio geralmente associado a uma estrutura ciclica constituida
de 5-6 4tomos de carbono) (BOURGAUD et al., 2001; SIMOES et al., 2007; LEITE, 2009;
AHARONI; GALILI, 2011).

Figura 1. Rotas biossintéticas gerais comprometidas com a sintese de metabolitos secundérios.

GLICOSE
L o {— polissacarideos
— heterosideos
acido chiquimico . acetlll—(‘oA
| T = '
1 | r T |
triptofano  fenilalanina/ acido VG \ via condensagio
‘ tirosina galico ciclo do \ mevalonato |
: ( acido | |
' \\\ citrico / i‘
alcaléides taninos N Z acidos graxos
indélicos e [ hidrolisaveis \ acetogeninas
" |
quinolinicos 1soprenoides
. antraquinonas
, flavonoides
— [ taninos condensados
‘ ‘ ornitina terpendides e
lisina esterois
protoalcaléides acido
alcaloides cinimico
isoquinolinicos e alcaloides
benzilisoquinolinicos ‘ pirrolidinicos,
| tropinicos,
fenilpropandides pirrolizidinicos,
| piperidinicos e

' quinolizidinicos

lignanas e ligninas
cumarinas

Fonte: SIMOES et al, 2007
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Dada sua importancia para o presente estudo, passamos a uma descri¢gdo sobre compostos
fendlicos e alcaloides.

1.1.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos representam uma classe de metabolitos de grande diversidade
estrutural, que possuem ao menos um anel aromatico, no qual ao menos um atomo de
hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila livre ou envolvido em outra funcgéo: éter,
éster ou glicosideo (BRUNETON, 1999; SIMOES et al., 2007). Os compostos fendlicos
podem ser agrupados em diversas classes, cabendo ressaltar, devido sua importancia,
frequéncia de aparecimento e abundancia, os flavonoides e os taninos (HARBORNE;
BEXTER; MOSS, 1999).

Os flavonoides representam uma das mais importantes classes dos compostos
fendlicos, com mais 4500 estruturas ja descritas (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).
Essas substancias sdo altamente distribuidas por todo reino vegetal, com maior abundancia em
angiospermas (plantas espermatdéfitas cujas sementes sdo protegidas por frutos). Presentes na
maioria dos tecidos vegetais, os flavonoides, de uma forma geral, representam 0s pigmentos
das plantas. Eles sdo responsaveis pelas cores de flores, frutos e até folhas (BRUNETON,
1999; CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Contudo, essa ndo € sua Unica funcdo nos
vegetais. Alguns flavonoides especificos estdo envolvidos com: (i) a protecao da planta contra
radiacdo ultravioleta; (ii) a atracdo insetos polinizadores; e (iii) a protecdo contra herbivoros,
bactérias, fungos, virus e bactérias (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000; SIMOES et al.,
2007; HASSANPOUR et al., 2011)

Os flavonoides possuem um esqueleto basico constituido por 15 atomos de carbono,
disposto em C6-C3-C6, geralmente arranjados na forma de trés anéis, denominados de A, B e
C (Fig. 2). Assim, podemos definir a unidade fundamental 2-fenilcromona (flavona) como a
estrutura basica de um flavonoide (Fig. 2). Pequenas alteracGes nessa estrutura originam
diferentes subclasses de flavonoides, como flavanonas, flavonas, flavonois, flavan-3-ol,
flavan-3,4-diol, antocianidinas, etc. (Fig. 3) (LEITE, 2009).
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Figura 2. Estrutura da flavona (2-fenilcromona).

Fonte: Pubchem.
Estrutura da molécula 2-fenilcromona, com destaque para os anéis A, C e B, definidos da esquerda para a direita.

Figura 3. Exemplos de subclasses de flavonoides.

R
/\/OHQ
g 1 |
HO 0 HO 0 X\
s H
6
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ANTOCIANIDINAS FLAVAN-3-OL FLAVAN-3,4-DIOL
R=H: Pelargonidina ' R=H: Alfzelequina R=H: Leucopelargonidina
R=OH: Cianidina R=OH: Catequina R=OH: Leucocianidina

Fonte: BRUNETON, 1999.
Estruturas de diferentes subclasses de flavonoides, com destaque para as modificacfes de radicais (R) e as
diferentes moléculas formadas.

Os taninos sdo compostos fendlicos sollveis em agua e de alto peso molecular (500 a
3000 Dalton) capazes de formar complexos insollveis com proteinas em solugdes aquosas
(HASSANPOUR et al., 2011). Eles sdo encontrados em praticamente todas as partes da
plantas e estdo associados ao mecanismo de defesa das mesmas contra herbivoros, passaros e
insetos, uma vez que essas substancias conferem adstringéncia aos frutos e produtos vegetais
(SIMOES et al., 2007; HASSANPOUR et al., 2011). Os taninos sdo classificados em dois
grandes grupos: os taninos hidrolisaveis e o0s taninos condensados (CUNHA; SILVA,
ROQUE, 2012).
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Os taninos hidrolisiveis sdo caracterizados como compostos que possuem um
carboidrato como nucleo central (normalmente a glicose) e os grupos hidrolisaveis desses
acucares sdo esterificados com moléculas de acidos fendlicos. Os acidos fenolicos podem ser
0 &cido galico, formando os taninos galicos ou galotaninos, ou o &cido hexahidroxidifénico,
dando origem aos taninos elagicos ou elagitaninos (MONTEIRO et al., 2005;
HASSANPOUR et al., 2011). J& os taninos condensados ou proantocianidinas séo oligbmeros
e polimeros formados pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavonoides (flavan-3-ol
e/ou flavan-3,4-diol) (MONTEIRO et al., 2005). Dependendo da presenca ou auséncia de
substituicdes hidroxilicas em determinadas regides das unidades bésicas de flavonoides, bem
como do tipo de isbmero Optico considerado, diferentes compostos sdo originados, como
afzelequina, catequina, galocatequina, epi-afzelequina, epi-catequina e epi-galocatequina (Fig.
4) (LEITE, 2009). As proantocianidinas sdo denominadas de acordo com a natureza das
unidades monoméricas de antocianidinas geradas apos hidrdlise éacida; assim, os termos
procianidinas e prodelfinidinas, por exemplo, referem-se as proantocianidinas cujos produtos

de hidrdlise 4cida sdo cianidina e delfinidina, respectivamente (LEITE, 2009).

Figura 4. Unidades basicas formadoras das proantocianidinas.

H OH
H O~ " H O~ N
2R 2 2R R
OH "oy
HO HO

Fonte: Google patentes. (+)-Afzelequina [H, H; R, S]; (+)-catequina [H, OH; R, S]; (+)-Galocatequina [OH,
OH; R, S]; (-)-Epiafzelequina [H, H; R, R]; (-)-Epicatequina [H, OH; R, R]; (-)-epigalocatequina [OH, OH; R,
R]. Entre colchetes estdo representados os radicais presentes em R1, R2 e a forma enantiomérica da molécula (de
acordo com o sistema R-S), respectivamente.

De acordo com as ligacOes estabelecidas pelos seus monémeros, as proantocianidinas
podem ser classificadas como em tipo A e B. Nas proantocianidinas do tipo A, os carbonos de
“posicdo 2 e 4 de um mondmero, se unem ao outro através da hidroxila na posi¢do 7 e do
carbono de posicdo 6 ou 8, respectivamente. Ja as proantocianidinas do tipo B, as ligacoes
acontecem entre o carbono 4 de um mondmero e o carbono de posi¢do 6 ou 8 de outro (Fig. 5)

(SIMOES et al., 2007).
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Figura 5. Proantocianidinas diméricas do tipo A e tipo B.

Proantocianidina Tipo-B Proantocianidina Tipo-A

2

Fonte: SIMOES et al., 2007
Exemplos de estruturas de moléculas de proantocinidinas diméricas. 1: epicatequina-(4p—38)-catequina; 2:
epicatequina-(4—6)-catequina; 3: robinetinidol-(2p—7; 4p—8) —epicatequina.

1.1.2 Alcaloides

O termo alcaloide foi introduzido pelo quimico alemdo Wilhelm Meissner em 1818,
para designar substancias basicas de origem natural. Atualmente, os alcaloides sdo definidos
como um grupo diverso de compostos quimicos nitrogenados de origem natural e
farmacologicamente ativos. Esses metaboélitos sdo encontrados principalmente em plantas
(especialmente em angiospermas), insetos, anfibios e fungos, sendo menos comuns em
mamiferos (LEITE, 2009).

Os alcaloides que contém um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico e que sao
derivados de aminoacidos, sio denominados como alcaloides verdadeiros (SIMOES et al.,
2007). Os alcaloides verdadeiros sdo encontrados como sais, possuem grande atividade
farmacologica e supde-se que estejam presentes apenas no reino vegetal (BRUNETON,
1999). J4 os compostos que possuem um atomo de nitrogénio que ndo pertence a um sistema
heterociclico, mas que também derivam de aminoéacidos, sdo chamados de protoalcal6ides.
Finalmente, as substancias que possuem atomo de nitrogénio com ou sem anéis
heterociclicos, mas que ndo tem como precursores 0S aminoacidos, mas sim terpenos e
esteroides, sdo denominados como pseudoalcaloides (BRUNETON, 1999; SIMOES et al.,
2007)
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Poucos aminodacidos estdo relacionados com a biossintese dos alcaloides, sendo eles:
lisina, ornitina, histidina, tirosina, fenilalanina, triptofano, &cido antranilico e acido nicotinico.
Nesse sentido, os alcaloides podem ser classificados de acordo com o aminoacido precursor
em questdo (LEITE, 2009). Diferentes classes de alcaloides podem ser encontradas em cerca
de 20% de todas espécies vegetais (FACCHINI, 2001). Eles podem estar presentes em todas
os tecidos de um vegetal, sendo o local de estoque frequentemente diferente daquele no qual
foram sintetizados (SIMOES et al., 2007).

Devido a importancia para o entendimento do presente estudo, citamos as classes de
alcaloides isoquinolinicos. As isoquinolinas representam um dos maiores grupos de alcaloides
e 0 nucleo isoquinolinico (Fig. 6A) é o bloco basico utilizado na biosintese de uma série de
alcaloides dessa classe, os quais sdo subdividios em familias, tais como: isoquinolinas
simples, protoberberinas, aporfinas e muitas outras (GRYCOVA; DOSTAL; MAREK et al.,
2007; HAGEL; FACCHINI et al., 2013; BENTLEY, 2014). As isoquinolinas simples sdo
sintetizadas a partir da condensacdo de B-feniletilaminas (basicamente diidroxifenilalanina)
com formaldeido ou acetaldeido (ou equivalentes) (Fig. 6B); por outro lado, varias familias de
isoquinolinas sdo derivadas do intermediario (S)-norcoclaurina, a qual é formada pela
condensacdo de dois derivados da tirosina, a dopamina e o 4-hidroxifenilacetaldeido
(HAGEL; FACCHINI et al., 2013; BENTLEY, 2014). A (S)-norcoclaurina possui uma
estrutura 1-benzilisoquinolina, nucleo basico do qual derivam protoberberinas, aporfinas,
benzilisoquinolinas propriamente ditas, etc (Fig. 6C). Cabe ressaltar que alguns autores
classificam todos os derivados da 1-benzilisoguinolina como benzilisoquinolinas (HAGEL,;
FACCHINI et al., 2013), enquanto outros fazem clara distin¢do entre as diversas classes
derivadas (BENTLEY, 2014). Os alcaloides identificados até o presente momento em
anonéaceas sdo todos derivados da 1-benzilisoquinolina (BENTLEY, 2014), sendo que duas
classes merecem destaque devido a importancia para a compreensao do presente trabalho, as
protoberberinas/tretraidroprotoberberinas e as aporfinas. A maioria dos alcalbides
protoberberina presentes nas plantas séo tetraidroprotoberberinas (i.e., possuem o anel que
contém o nitrogénio totalmente reduzido; Fig. 6C) ou como sais de protoberberina quaternaria
(Fig. 6D), embora alguns exemplos de diidroprotoberberinas tenham sido descritos
(GRYCOVA; DOSTAL; MAREK et al., 2007). Por sua vez, as aporfinas sdo alcaloides que
possuem uma estrutura tetraciclica que incorpora uma subestrutura tetraidroisoquinolinica,
como evidenciado na figura 5 C (KAPADIA; HARDING, 2016).
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Figura 6. Caracteristicas estruturais de alcaloides isoquinolinicos.
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Fonte: (A) Pubchem; (B) BENTLEY, 2014 (modificado); (C) HAGEL; FACCHINI et al., 2013 (modificado);
(D) GRYCOVA; DOSTAL; MAREK et al., 2007.

Estrutura basica de um alcaloide isoquindlico (A); Sintese de alcaloides isoquinolicos simples (B); Estrutura do
nacleo bésico 1-benzilisoquinolina, o qual origina diferentes subclasses de alcaloides, como as
protoberberinas/tetraidroprotoberberinas e aporfinas (C); Sal de protoberberina quarternéria, uma das formas de
protoberberinas encontradas em plantas (D).

Extratos de plantas contendo alcaloides séo utilizados pela humanidade ha milhares de
anos como medicamentos, estimulantes, drogas, narcoticos e venenos refletindo, assim, seu
amplo espectro de atividades bioldgicas (HASHIMOTO; YAMADA, 1994: SIMOES et al.,
2007). As pesquisas com alcaloides se iniciaram com o isolamento da morfina em 1806.
Desde ent&o, milhares de alcaloides foram identificados e descritos. Diversos alcaloides ainda
sdo utilizados de forma terapéutica, puros ou em associacdo, assim como na forma de
derivados. Além disso, muitos alcaloides serviram como modelos para a elaboracdo de
diversas drogas sintéticas utilizadas atualmente (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000;
SIMOES et al., 2007).

1.2 Pesquisas com produtos naturais

Como citado anteriormente, 0 homem utiliza vegetais para sua sobrevivéncia desde
tempos remotos, seja para alimentacdo, seja também como forma de tratamento de doencas.
De fato, um dos primeiros relatos sobre 0 emprego de plantas como instrumento de tratamento
data de aproximadamente 2600 a.C. (LEITE, 2009). A utilizacdo das plantas se iniciou de
forma empirica, através do conhecimento intuitivo de diferentes civilizagdes, que aprenderam
a diferenciar espécies Uteis daquelas prejudiciais ou toxicas a sadde. As informacdes sobre o

uso terapéutico de plantas medicinais foram transmitidas entre as geragdes auxiliando, assim,
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na selecdo das espécies vegetais de maior relevancia quanto as suas atividades farmacoldgicas
(CUNHA; SILVA; ROQUE, 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o uso terapéutico de plantas
é a ferramenta mais utilizada na medicina alternativa e na medicina complementar em paises
em desenvolvimento. Considerando a abundancia de espécies empregadas e o grande numero
de indicagbes populares, estd claro que as caracterizagbes farmacologicas de produtos
vegetais representam um nicho de pesquisa bastante amplo e promissor. Os estudos da
farmacologia de produtos naturais possibilitam ndo apenas validar cientificamente o uso
popular, mas também contribuem sobremaneira para o desenvolvimento de novos farmacos
(FABRICANT; FANSWORTH, 2001).

A investigacdo de plantas medicinais requer inicialmente a selecdo de uma espécie
alvo. Para tanto, varias abordagens podem ser utilizadas. Dentre elas, trés se destacam: (i)
empirica, (ii) etnofarmacoldgica e (iii) quimiotaxondémica (MACIEL et al., 2002). A sele¢do
empirica, como o proprio nome sugere, compreende a coleta ao acaso de espécies vegetais
para triagens fitoquimicas e farmacoldgicas, tendo como fator determinante a disponibilidade
da planta (MACIEL, 2002; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A abordagem
etnofarmacoldgica, por sua vez, consiste na selecdo da espécie de acordo com 0 usO
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico. As informacdes fornecidas por
essas populacdes permitem a elaboracdo de hipOteses quanto aos possiveis efeitos
farmacoldgicos, bem quanto aos mecanismos de acao neles envolvidos (MACIEL et al., 2002;
ELISABETSKY, 2003). Finalmente, a abordagem quimiotaxonémica consiste na sele¢do de
espécies de uma familia ou género para as quais se tenha algum conhecimento fitoquimico de
ao menos uma espécie do grupo (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Obviamente, o
conhecimento da(s) atividade(s) farmacologica(s) em questdo direciona a selecdo na

abordagem quimiotaxonémica (CORDEL, 2000).

1.3 Annona crassiflora Mart.

A A. crassiflora Mart. € uma arvore frutifera pertencente a familia Annonaceae,
conhecida popularmente como “marolo, araticum, araticum-do-cerrado, araticum-do-campo,
pinha-do-cerrado” (Fig. 7). A familia compreende aproximadamente mais de 130 géneros e
2300 espécies vegetais. A A. crassiflora é uma espécie nativa do Cerrado brasileiro, sendo
uma das 25 espécies mais frequentes nesse bioma (ALMEIDA, 1998; VILAR et al., 2008;
SOARES et al., 2009; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Assim como Vvarias outras espécies
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de Annonaceae, a A. crassiflora é bastante empregada pela medicina tradicional. Suas folhas,
frutas, sementes e tronco s&o utilizados para o tratamento de feridas, doencas venéreas, picada
de cobra, diarreia, reumatismo, neoplasias malignas, pediculose, inducdo de menstruacao e
também como antimicrobiano (ALMEIDA, 1998; VILAR et al., 2008; SOARES et al., 2009;
VILAR etal., 2011).

Apesar do uso extensivo, existem poucos estudos na literatura que tenham
caracterizado farmacologicamente essa espécie. Roesler e colaboradores (2006) avaliaram o
efeito do extrato dos frutos de A. crassiflora (pele, poupa e sementes) e constataram a
presenca de substancias com grande potencial antioxidante. Em 2008, Vilar e colaboradores
verificaram que o extrato de folhas de A. crassiflora apresenta efeito antimutagénico, que
pode contribuir para um possivel potencial anticarcinogénico. Dados do nosso grupo de
pesquisa (FERRAZ et al., 2017) evidenciaram o efeito antidiarreico do extrato aquoso
liofilizado de folhas de A. crassiflora, bem como possibilitaram descrever seu perfil
fitoquimico. O extrato possui diferentes metabdlitos, como alcaloides (xilopina, isolaurelina,
tetrahidroprotoberberinas), flavonoides (diversos glicosideos de quercetina, rutina, catequina,
epicatequina, campferol), bem como proantocianidinas (taninos condensados) (FERRAZ et
al., 2017). Os efeitos hipotensor e/ou vasodilatador j& foram relatados para muitos membros
da maioria das classes de metabolitos identificados na A. crassiflora (DUARTE et al., 1993;
HUANG et al., 1999). Ainda, atividade farmacol6gica condizente com a a¢do hipotensora foi
relatada para o alcaloide xilopina, potente antagonista alfa-adrenérgico in vitro (LIU; HAN;
WANG, 1989).

Figura 7. Imagem representativa da espécie vegetal A. crassiflora Mart.
v O . Vs 0 [

Fonte: (A) Useful tropical plants; (B) Adilson Britto; (C) Ramon Lamar de Oliveira Junior; (D) Sob a sombra
das arvores.

A A. crassiflora é uma espécie vegetal de porte arbdreo, a qual mede entre 4 a 8 metros de altura, com tronco
geralmente tortuoso, com 20 a 30 cm de diametro, revestido por casca aspera e corticosa (A); as suas folhas sao
alternas simples (B); as suas sdo flores axilares, com pétalas grossas e carnosas (C); o seu fruto é arredondado,
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externamente marrom claro com polpa de cor amarelada firme, medindo 15cm de didmetro e pesando até 2 kg de
peso (D) (LORENZI, 1998; VIERA; CAMILLO; CORADIN, 2016).

Outra espécie da familia Annonaceae, a Annona muricata Linn, também conhecida
como graviola, € uma arvore frutifera que esta distribuida principalmente em regides tropicais
e subtropicais por todo mundo (MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Do ponto de vista
etnofarmacoldgico, as folhas dessa espécie sdo utilizadas para o tratamento de cistite, dor de
cabeca, diabetes, insonia e hipertensdo (BRUSSEL, 2004; MOGHADAMTOUSI et al., 2015).
A avaliagdo do perfil fitoquimico das folhas de A. muricata evidenciou a presenca de
substancias como diferentes alcaloides (xilopina, isolaurelina, etc) e flavonoides (rutina,
quercetina, campferol, dentre outros) de grande importancia farmacoldgica
(MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Cabe salientar a semelhanca entre os perfil fitoquimico
da A. muricata com aquele da A. crassiflora. Além disso, o extrato de folhas da A. muricata ja
foi avaliado em diversos estudos, muitos dos quais confirmaram a presenca de efeitos
farmacoldgicos, como por exemplo, sua propriedade hipotensiva (ADEOLE; CAXTON-
MARTINS, 2006; SOUSA et al., 2010; FOONG; HAMID, 2012; NWOKOCHA, 2012;
MOGHADAMTOQUSI et al., 2014).

1.4 Mecanismos de controle da pressdo arterial (PA) e Hipertensdo arterial sistémica
(HAS)

As Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo VII da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2016), considera a HAS como uma condicdo clinica de carater multifatorial definida por
niveis elevados e sustentados de PA, sendo considerados portadores de HAS individuos com
PA igual ou superior a 140x90 mmHg (NOBRE et al., 2013). A HAS é considerado um
problema de salude publica no mundo todo, uma vez que é um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares importantes, especialmente acidentes
vasculares cerebrais (CHOW et al., 2013). No Brasil, a HAS ¢é a doenca que mais afeta a
populacéo e estimativas do Ministério da Saude apontam que cerca de 17 milhGes de pessoas
sejam portadoras. Na maioria dos casos, a HAS decorre de disfungdes em diferentes sistemas
reguladores, o que dificulta o estabelecimento de fatores etioldgicos; por esse motivo, tal
condicdo também é denominada de hipertensdo essencial (IRIGOYEN; KRIEGER,;
CONSOLIM-COLOMBO, 2005).

A PA ¢ o produto do debito cardiaco pela resisténcia vascular periférica. O controle

desses dois parametros é de suma importancia para a homeostasia do organismo, uma vez que
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a perfusdo tecidual adequada é garantida pela manutencdo da PA em niveis adequados e
constantes, quer o individuo esteja em repouso ou em atividade (GUYENET, 2006). A
regulacdo da PA é uma das funcdes fisiologicas mais complexas do organismo. Durante as 24
horas do dia, o fluxo sanguineo de um individuo pode passar por modificaces consideraveis
em consequéncia de diferentes quadros comportamentais. Contudo, essa modificagdes nao
resultam em alteracGes relevantes na PA gracas a integracdo dos sistemas fisiologicos que
agem em conjunto para manter a pressdo dentro de uma faixa relativamente estreita de
variacdo (SANJULIANI, 2002; IRIGOYEN; KRIEGER, CONSOLIM-COLOMBO, 2005).

O débito cardiaco se trata da quantidade de sangue que o coracdo bombeia em um
minuto. Esse parametro é determinado pela contratilidade miocéardica, frequéncia cardiaca
(FC), e volumes de pré-carga e pos-carga. A contratilidade miocéardica e a FC sdo reguladas
pela atividade de ambos os bragos do sistema nervoso autbnomo, simpatico e parassimpatico.
Ja os volumes de pré-carga e pds-carga estdo relacionados ao volume de sangue que entra e
deixa o coracdo, sendo assim determinados principalmente pela PA e o tbnus vascular
(GUYENET, 2006). O ténus vascular (nivel de contracdo das células musculares lisas das
paredes dos vasos), por sua vez, é o principal fator que influéncia a resisténcia ao fluxo
sanguineo, desempenhando dessa forma um papel importante na regulacdo da pressao
sanguinea (JACKSON, 2000). A regulacdo dessa atividade contratil € dependente de uma
interagdo complexa de estimulos vasodilatadores e vasoconstritores mediados por hormonios,
neurotransmissores e fatores derivados do endotélio (JACKSON, 2000). Cabe salientar que
alteracBes nesses mecanismos de controle, alguns dos quais descreveremos abaixo, podem
resultar no desenvolvimento de doengas como a hipertenséo arterial (ZAGO; ZANESCO,
2006).

1.4.1 Algumas Consideracdes sobre Canais de célcio (Ca®") e potassio (K*) e o Sistema

Cardiovascular

Os canais i6nicos desempenham papel de grande importancia na regulagdo do ténus
vascular e, consequentemente, na regulacdo da PA. A contragdo nas células musculares lisas
ocorre atraves da acdo de proteinas contrateis especializadas (actina-miosina), cuja interacéo €
diretamente regulada pela concentracdo intracelular de Ca?*. Portanto, os canais de Ca®* tém
papel central na regulacdo da PA (JACKSON, 2000). Tanto sinais elétricos quanto quimicos
podem ativar a liberacdo de Ca®" intracelular armazenado e/ou aumentar o influxo de Ca®*

extracelular para a célula. O aumento da concentracdo de Ca®" intracelular pode ocorrer via
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canais de Ca** voltagem-dependentes, ativados por mudancas no potencial elétrico da célula,
ou via canais de Ca?* operados por receptor (ROCs, do inglés receptor operated channels),
ativados pela interacdo de agonistas com seus receptores (KARAKI; WEISS, 1984).

Os canais de Ca®* voltagem-dependentes tém sua funcdo regulada por mudancas no
potencial de membrana da célula muscular (JACKSON, 2000). O potencial de membrana, por
sua vez, é determinado pelo gradiente i6nico, mantido pela acdo de canais de K*, da bomba
Na*-K*-ATPase e do trocador Na*-Ca*" (estequiometria: 3 fons Na" para cada 1 fon Ca?*)
(WAID; BURINI, 1991). Nas células musculares lisas, os canais de Ca®* voltagem-
dependentes podem ser de 2 tipos: (i) do tipo T (transientes), caracterizados por sua baixa
conduténcia, sdo ativados por uma despolarizacdo préxima do potencial de repouso e
apresentam rapida inativacao; e (ii) do tipo L (longa duracdo) sensiveis a diidropiridinas, 0s
quais sdo ativados por uma intensa despolarizacdo e apresentam inativacao lenta. Os canais do
tipo L sdo os mais predominantes nessas celulas e por esse motivo, mais estudados (CRIBBS,
2006). O inicio da vasoconstricdo se da pela abertura dos canais de Ca®* do tipo L no
sarcolema durante a despolarizacdo da membrana plasmatica celular. A abertura dessas canais
gera o influxo de Ca** para o citoplasma, resultando na ativacio da calmodulina. O complexo
Ca’*-calmodulina (molécula de calmodulina ligada a quatro fons Ca®"), por sua vez, ir4 ativar
a quinase da cadeia leve da miosina (QCLM), a qual medeia a fosforilagcdo das cadeias leves
de miosina. Essa fosforilagdo expbe o0s sitios de ligacdo da miosina, permitindo a interacdo da
mesma com um filamento de actina, resultando em contracdo do mdsculo liso (PAIVA;
FARIAS, 2005).

Nos ROCs, por sua vez, 0 aumento da concentracdo de Ca* intracelular se dé através
da acdo de agonistas, 0s quais determinam a abertura do poro do canal formado pela molécula
receptora. Outra fonte de Ca?* citosdlico sdo as reservas intracelulares, em especial aquelas do
reticulo sarcoplasmatico. A saida do Ca®* dessas reservas esta intimamente relacionada aos
niveis de trifosfato de inositol (IP3). Assim, diversos agonistas, como acetilcolina,
noradrenalina, dentre outros, 0s quais interagem com receptores metabotropicos, induzem
mudanca na conformacdo da proteina Gg/11 acoplada ao mesmo, ativando a fosfolipase C
(VAN BREEMEN; SAIDA, 1989; WAIB; BURINI, 1991). A fosfolipase C ativada hidrolisa
o difosfato de fosfatidilinositol (PIP2) em IP3 e diacilglicerol (DAG) (Fig. 8). O IP; promove a
liberacdo do Ca®* armazenado no reticulo endoplasmatico, enquanto o DAG ativa a proteina
quinase C (PKC). A PKC ativada esta envolvida em diferentes a¢6es, como fosforilagao direta
da QCLM, assim como a manuten¢do da sua ativacdo, concorrendo para a contracdo da célula
muscular lisa (Fig. 8) (WAIB; BURINI, 1991).
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Figura 8. Regulaco da contragdo da célula muscular lisa pelos canais de Ca®".
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Fonte: PAIVA; FARIAS, 2005.

O aumento da concentracdo intracelular de Ca®*, seja pela abertura de canais de Ca*" dependentes, seja pelo
efluxo de fons Ca?* do reticulo sarcoplasmatico apés interagdo de agonistas com receptores metabotrpicos,
resulta na ativacdo do complexo Ca?*/calmodulina, que por sua vez ativa a quinase da cadeia leve da miosina
(QCLM), a qual medeia a fosforilagdo das cadeias leves de miosina. Essa fosforilacdo permite a interacdo da
miosina com um filamento de actina, resultando em contragdo do musculo liso. IP3: trifosfato de inositol; DAG:
diacilglicerol; NA: noradrenalina; All: angiotensina; ET;: endotelina.

Os canais de K* também apresentam papel de grande importancia no controle do ténus
vascular. A abertura de canais de K™ na célula muscular lisa resulta no efluxo de fons K* da
célula, causando um estado de hiperpolarizacdo celular. A hiperpolarizagdo resulta no
fechamento de canais de Ca?* voltagem-dependentes e consequente diminuicdo do influxo de
Ca®*, levando & vasodilatagdo (Fig. 9) (NELSON; QUAYLE, 1995). Existem pelo menos 5
tipos diferentes de canais de K* na célula muscular lisa: canais de K* voltagem-dependentes
(K.), canais de K* dependentes de Ca®* (ou ativados por Ca**: K¢.), canais de K retificadores
de influxo (Kj), canais de K* ATP-dependentes (Katp) canais de K* ativado por GMPc
(AKATA, 2007).
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Figura 9. Regulagio da contracdo da célula muscular lisa pelos canais de K.
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Fonte: SOBEY, 2001.

A abertura de canais de K presente na membrana das células musculares lisas vasculares, provoca o aumento da
saida de fons K* do meio intracelular para o meio extracelular por difusdo passiva, causando hiperpolarizacio, da
membrana celular, inativacio de canais de Ca®* voltagem-dependente e consequente vasodilatagdo. O
fechamento de canais de K* diminui, causando despolarizacdo (Dsp) da membrana celular, ativacdo de canais de
Ca’* voltagem-dependente, aumentando nivel de Ca** intracelular, causando vasoconstrigao.

Dada a importéncia para o presente estudo, faremos uma breve descricdo sobre o papel
dos canais Karp € Kca para a manutencdo do tdnus vascular, bem como das correntes de K*
envolvidas na repolarizacéo do tecido cardiaco. Os canais Karp sd0 encontrados em diferentes
tipos celulares, incluindo células musculares lisas de diferentes tecidos, como em artérias
cerebrais, renais e mesentéricas. A exposicao de regides intracelulares desses canais ao ATP
inibe a atividade dos mesmos. Drogas da classe das sulfoniluréias, como a glibenclamida, sdo
capazes de inibir seletivamente os canais Katp (AKATA, 2007). Ja os canais Kc, estdo
presentes em praticamente todas as células excitaveis, sendo ativados pela despolarizacdo da
membrana plasmatica celular e aumento dos niveis intracelulares de Ca?". Os canais Kc, sdo
divididos em trés diferentes subtipos, os de alta condutancia (BKc,), 0os de condutancia
intermediéaria (IKc,) e os de baixa condutancia (SKCa) (AKATA, 2007). Os canais BKc, sdo
os canais de Ca** mais abundantes nas células musculares lisas vasculares e presume-se que
eles sejam responsdveis pela manutencdo do potencial de agdo em pequenos vasos
miogénicos. As toxinas caribdotoxina e iberiotoxina promovem bloqueio farmacoldgico desse
tipo de canal (AKATA, 2007; KO et al., 2008). Os canais do tipo 1Kc, e SKc, estédo
relacionados a hiperpolarizacédo celular e vasodilatacdo induzida por fatores hiperporlarizantes
derivados do endotélio (EDHFs) (GARLAND; DORA, 2017). Esse processo ocorre através
do aumento da concentragdo de Ca®* nas células endoteliais, resultando na estimulagdo canais

de K*, principalmente os IKc, € SKc,, resultando em efluxo de K* e, consequente, indugéo do
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estado de hiperpolarizacdo das células endoteliais. Essa hiperpolarizacdo se espraia para as
células musculares lisas adjacentes através de jungdes comunicantes do tipo gap
(GARLAND; DORA, 2017).

O potencial de acdo cardiaco é dividido em 5 fases distintas, caracterizadas por
diferentes correntes i6nicas. A fase 0 compreende a fase da despolarizacdo da membrana, a
qual ocorre ap6s rapido influxo de Na* (SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006). A
repolarizacdo, por sua vez, acontece de forma mais lenta e compreende as 3 fases seguintes: a
fase 1, repolarizacdo precoce, ocorre rapidamente com a abertura de poucos canais de K*; em
seguida, a fase 2, denominada como platd, é consideravelmente mais lenta, uma vez que as
correntes de K™ nessa fase sdo de lenta ativagio ou de baixa condutancia; a fase 3 assinala o
fim do potencial de acdo; por fim, a fase 4 constitui o retorno do potencial ao repouso
(SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006).

A corrente de retificacdo tardia de K™ (I) € a principal corrente envolvida na fase 3 da
repolarizacdo das células cardiacas. Atualmente, sabe-se que essa corrente possui dois
componentes distintos, com propriedades especificas e sensibilidade diferente a drogas: o
componente rapido (lx,) e o componente lento da corrente de retificacio tardia do K* (lks)
(CHENG; KODOMA, 2004). Apesar de ambos regularem o processo de repolarizagéo, dentro
de certos limites, quando um componentes estd por algum motivo em disfuncdo, o outro
aumenta sua atividade como forma de compensagdo (CHENG; KODOMA, 2004).

Apesar da atividade conjunta, o lx, € o principal responsavel pelo efluxo de K™ e
consequentemente, pela repolarizacdo (SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006). O Ik,
é conduzido por canais voltagem-dependentes, frequentemente denominado como canais
HERG, os quais sdo formados por duas subunidades: (i) a subunidade o, codificada pelo gene
hERG (do inglés human-ether-a go-go gene') ou KCNH2 (em ratos), a qual forma o poro
principal; (ii) e a subunidade B, codificada pelo gene MiRP1 (em humanos) ou KCNE2 (em
ratos), que esta relacionada a regulacdo da atividade do canal (CHENG; KODOMA, 2004;
MOSS; KASS, 2005; KONOPESLKI; UFNAL, 2016). Diferentes classes de drogas, tanto as
indicadas para distarbios cardiovasculares (como antiarritmicos), quanto as de uso comum
(alguns antibidticos e anti-histaminicos, por exemplo), tém a capacidade de inibir os canais
HERG, diminuindo o efluxo de K" e produzindo prolongamento do intervalo QT (iQT) do
eletrocardiograma (ECG) (LAGRUTTA; TREPAKOVA; SALATA, 2008). Cabe lembrar que

'0 gene hERG, descrito por Trudeau e col. (1995) é o homélogo humano do gene ether-a-go-go encontrado na mosca
Drosophila; William Kaplan nomeou esse gene em 1960, ao observar que quando moscas com muta¢gdes no mesmo sdo
anestesiadas com éter, suas pernas comegam a se agitar, como em uma danca entdo popular na boate Whiskey A Go-Go em
West Hollywood, Califérnia (VANDERBERG et al., 2012).
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0 iQT engloba o tempo do inicio da despolarizagcdo ventricular até o final da repolarizacéo
ventricular (Fig. 10A e B) (THALER, 2007).

Assim, a diminuicdo do efluxo de K resulta em uma menor taxa de inativacio de
canais de Ca?*, contribuindo para um maior influxo deste fon. O aumento das concentragdes
intracelulares de Ca**, por sua vez, produz uma corrente despolarizante mediada por Na*, o
que ocorre através da acéo do trocador (3)Na‘-(1)Ca®*. A despolarizacio resultante gera pés-
despolarizacbes precoces (i.e., despolarizacbes que ocorrem durante a fase de repolarizacdo
das fibras miocérdicas), deflagrando, dessa forma, taquiarritmias ventriculares e Torsades de
pointes (TdP) (VISKIN, 1999). A TdP é uma taquiarritmia ventricular polimdrfica
potencialmente fatal, associada ao aumento do tempo de repolarizacdo das células musculares
cardiacas e, consequentemente, diretamente relacionada ao prolongamento do iQT (Fig. 10C)
(RODEN, 2008).

Figura 10. Esquema representativo do prolongamento do iQT e suas consequéncias.
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Fonte: SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006 (modificado).

O potencial normal de acdo dos midcitos do ventriculo humano (esquerda) e um potencial de acdo prolongado
simulado, no qual a corrente dos canais HERG foi reduzida em 80% (A). Tracado normal de um ECG para um
Unico ciclo cardiaco (esquerda) e tracado anormal de um ECG com iQT prolongado (direita) (B). O complexo
QRS representa a despolarizagdo e a onda T indica repolarizagdo dos ventriculos. O intervalo iQT representa o
tempo entre despolarizacao inicial e repolarizagao final dos ventriculos. Diagrama de tragado de ECG mostrando
uma arritmia do tipo Torsade de pointes (TdP) (C).
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1.4.2 Fatores Endoteliais

As células endoteliais contribuem de diversas formas para a regulagdo da homeostase
vascular, visto que as mesmas sdo capazes de sintetizar e liberar diversas substancias que
estimulam tanto a vasoconstricdo quanto a vasodilatacdo (TRIGGLE et al., 2012) A
importancia do endotélio no ténus vascular teve maior destaque apds a publicacdo dos
resultados observados em um estudo pioneiro e de extrema relevancia, onde Furchgott e
Zawadzki (1980) demonstraram que o relaxamento vascular produzido pela acetilcolina era
dependente da integridade das células endoteliais, as quais eram capazes de liberar um fator
(ou fatores) que se difundia para a musculatura lisa. Tal fator foi denominado inicialmente de
EDRF (do inglés, endothelium-derived relaxing factor) e estudos subsequentes evidenciaram
que o principal EDRF era 6xido nitrico (NO) (IGNARRO, 1987). O NO ¢é considerado
atualmente a substancia vasodilatadora mais importante liberada pelo endotélio. A sua
biossintese ocorre atraves da oxidacdo enzimatica do aminoacido L-arginina, a qual é mediada
pela 6xido nitrico sintase (NOS), originando como produto da reacdo NO e L-citrulina. A
NOS constitutivamente expressa no endotélio, denominada como NOS endotelial (eNOS), é
uma enzima dependente do complexo Ca**-calmodulina. Sendo assim, com o aumento
intracelular de Ca** induzido por agonistas, como acetilcolina, ou por estimulos fisicos, como
0 estresse de cisalhamento (forca mecénica induzida na parede dos vasos pelo aumento do
fluxo sanguineo), a eNOS ¢é ativada (MAYER; ANDREW, 1999). O processo de
vasodilatacdo ocorre através do estimulo da guanilato ciclase, a qual aumenta os niveis de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O GMPc ativa, por sua vez, a proteina quinase
dependente de GMPc (PKG), a qual fosforila alvos que resultam na abertura de canais BKc,,
com consequente hiperpolarizacdo celular e fechamento de canais de Ca®** voltagem-
dependentes da membrana plasmatica. Em conjunto, esses eventos acarretam diminuicdo nas
concentragdes intracelulares de Ca®* e relaxamento muscular (BATLOUNI, 2001; AKATA,
2007). Contudo, o NO também pode causar vasodilatagdo por meio da ativacdo de canais de
K" diretamente, sem a participagdo da via GMPc/PKG (LINCOLN et al., 1994). Ainda,
diversos outros mecanismos também ja foram propostos, como o0 aumento da captacdo de
Ca®* pelo reticulo sarcoplasmético e inibicdo de sua liberacdo por essa organela, aumento da
extrusio de Ca’* pela célula, etc (AKATA, 2007).

A semelhanca do descrito para o0 NO, os produtos derivados do endotélio a partir da
atividade das enzimas ciclooxigenases (COXs) sdo de extrema importancia no que diz

respeito @ modulagdo do tonus vascular. As COXs sdo responsaveis por transformar o 4cido
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araquidénico (AA) em endoperdxidos ciclicos, as prostaglandinas PGG, e PGH,. Os
endoperoxidos sdo moléculas instaveis, as quais sdo rapidamente biotransformadas por
diferentes enzimas, dando origem a substancias de grande importancia na funcdo vascular,
como a prostaciclina (PGl;), um potente vasodilatador, e o tromboxano A, (TXA;), um
prostandide vasoconstritor (FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011).

A PGly, sintetizada pela agdo da prostaciclina sintase, induz vasodilatacdo atraves da
interacdo com seus receptores (receptores IP) presentes nas células da musculatura lisa
vascular. Essa interacdo promove a estimulacdo de uma cascata de sinalizacdo que culmina
com a ativagé@o da adenilato ciclase e consequente aumento nas concentragdes intracelulares
de monofosfato ciclico adenosina (AMPc). O AMPc estimula entdo a proteina quinase
dependente de AMPc (PKA), a qual promove a fosforilacdo de alvos proteicos, resultando na
diminuico das concentracdes intracelulares de Ca*, inibicdo da QCLM e, consequentemente,
relaxamento vascular (AKATA, 2007; FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011). O
TXA,, por sua vez, induz vasoconstricdo ao interagir com receptores TP das células
musculares lisas, promovendo o aumento da concentracdo plasmatica de Ca?*, tanto de
compartimentos extracelulares quanto intracelulares (reticulo sarcoplasmatico). Cabe ressalta
que a outras prostaglandinas, como a PGH,, também podem estimular os receptores TP
(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011).

1.4.3 Regulacéo da PA pelo sistema nervoso autbnomo

O sistema nervoso autbnomo (SNA) exerce papel fundamental no controle da PA
(CONSOLIM-COLOMBO; FIORINO, 2005) (Fig. 11). O brago simpatico do SNA excita o
sistema cardiovascular e participa de trés arcos reflexos, 0s quais sdo acionados através de
estruturas especializadas que detectam e corrigem mudancas na PA (barorreceptores), no
volume ou composicdo quimica do sangue (receptores cardiopulmonares e quimiorreceptores
arteriais) (GUYENET, 2006).

Os barorreceptores funcionam como 0 mais importante mecanismo de controle reflexo
da PA a curto prazo. Essas estruturas sdo neurdnios sensoriais sensiveis ao estiramento
situados em grandes vasos (aorta e carotida) (GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015) e
apresentam atividade continua em repouso (GUYENET, 2006). Assim, os sinais eferentes
simpaticos associados a atividade dos barorreceptores regulam a atividade cardiaca e dos rins
(secrecdo de renina), a liberacdo de adrenalina e noradrenalina pela medula da glandula
adrenal e o tonus arteriolar (Fig. 11) JANIG; HABLER, 2003; GUYENET, 2006). Em longo
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prazo, a atividade barorreceptora pode influenciar o controle da PA através da regulacdo do
fluxo sanguineo renal, reabsorcdo de Na* tubular e secrecdo de renina (Fig. 11) (GUYENET,
2006).

Quando ha aumento da PA, os barorreceptores sdo ativados, aumentando-se a geragao
de potenciais de ac&o que sdo conduzidos ao sistema nervoso central (SNC), especificamente
ao ndcleo do trato solitario através do nervo glossofaringeo (carétida) e vago (aorta)
(IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001). Esses estimulos por sua vez séo
integrados e retransmitidos a uma rede de neurénios centrais que irdo equalizar os estimulos
parassimpéticos e simpaticos com o intuito de regular os niveis pressoricos: ha reducéo
reflexa da atividade simpatica e aumento da atividade vagal, resultando em dilatacdo de vasos,
bradicardia e reducdo da contratilidade miocardica (CAMPGONOLE-SANTOS; HAIBARA,
2001; DRAGER; KRIEGER, 2009). A queda da PA, por sua vez, resulta em uma menor
deformacéo da parede dos vasos, levando a reducdo proporcional da génese de potenciais de
acao pelos barorreceptores (IRIGOYEN; KRIEGER; CONSOLIM-COLOMBO, 2005).

Figura 11. Esquema representativo do sistema nervoso autbnomo e o controle da PA.
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Fonte: BEEVERS; GREGORY; O’BRYEN, 2001 (modificado).

A figura mostra os locais de atuacdo do sistema nervoso autbnomo, com intuito de regular a PA. No sistema
nervoso simpatico, os neurdnios pré-ganglionares estdo localizados nos segmentos toracicos e lombares altos da
medula espinhal. Com relagdo a localizacdo dos neur6nios pds-ganglionares, no sistema simpatico eles estao
localizados nos ganglios paravertebrais ou no pré-vertebrais, que se encontram a alguma distancia dos 6rgaos-
alvo (SAPER, 2002).
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Apesar do papel central dos barorreceptores arteriais na modulagdo dos niveis de PA,
o reflexo neural da circulacdo também depende em grande parte da atividade dos receptores
cardiopulmonares (GUYENET, 2006). Essas estruturas também sd0 mecanorreceptores;
contudo, sua estimulacdo esta mais relacionada a expansdo de volume sanguineo local, uma
vez que se encontram em um sistema de baixa pressio (CAMPGONOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001). Os receptores cardiopulmonares sdo classificados em diferentes grupos,
conforme sua localizacdo e funcdo na homeostase cardiovascular. O primeiro grupo, situado
nas juncdes veno-atriais, é ativado pelo enchimento e contracao dos atrios cardiacos. Uma vez
ativados, eles promovem aumento da frequéncia cardiaca decorrente da elevacdo da atividade
simpatica para o nd sinoatrial, assim como estimulam a vasodilatagdo reflexa em leitos
especificos (vasos que irrigam musculos esqueléticos) e aumentam a excre¢do urinaria de
agua (IRIGOYEN; KRIEGER; CONSOLIM-COLOMBO, 2005). O segundo grupo,
localizados difusamente nas camaras do coracdo (nervo vago), quando ativados, agem como
0s barorreceptores, reduzindo a atividade simpatica e aumentando a atividade vagal para o
coracdo (IRIGOYEN; KRIEGER; CONSOLIM-COLOMBO, 2005). O terceiro grupo
também se situa de forma difusa nas camaras do coracdo, porém atraves em nervos
simpaticos; estes sdo ativados tanto por estimulos mecénicos quanto por substancias
produzidas e/ou liberadas pelo miocardio (IRIGOYEN; KRIEGER; CONSOLIM-
COLOMBO, 2005).

Os quimiorreceptores sdo conjuntos de células altamente especializadas, localizadas
em corpusculos aorticos e carotideos, responsaveis por detectar alteracfes da pressao parcial
de oxigénio (pO,) e de dioxido de carbono (pCO,), além do nivel de pH sanguineo
(GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015). Uma vez ativadas, essas células desencadeiam
respostas fisiolégicas com intuito de corrigir as alteracdes detectadas. Por exemplo, 0s
quimiorreceptores exercem papel de grande importancia no controle da ventilacdo: sua
estimulagcdo promove o aumento da FC e da amplitude respiratoria, aumentando a ventilacgéo,
restaurando os niveis de gases sanguineos e normalizando o pH (CAMPGONOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001; IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001). Além disso, 0s
qguimiorreceptores também sdo capazes de estimular respostas cardiovasculares com objetivo
de garantir a composicdo quimica ideal do sangue. Essa modulacdo é exercida através da
estimulacdo do sistema nervoso simpatico, contribuindo dessa forma para a manutencdo dos
niveis basais da PA e de parte da resisténcia periférica total (GORDAN; GWATHMEY:; XIE,
2015).
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Por fim, vale ressaltar que as modulag¢bes do sistema cardiovascular mediadas pelos
mecanismos de regulacdo supracitados sdo passiveis de intervencdo farmacologica. Nesse
sentido: (i) a transmiss@o em ganglios autondmicos pode ser bloqueada por drogas como o
hexameténio (um antagonista de receptores nicotinicos); (ii) a acdo do neurotransmissor
acetilcolina (ou de possiveis agonistas muscarinicos presentes no extrato) pode ser bloqueada
pela metilatropina (um antagonista de receptores muscarinicos); (iii) a producdo de PGI, pode
ser inibida por drogas como a indometacina (um inibidor de ciclooxigenases); (iv) a producao
de NO pode ser inibida por analogos da L-arginina, os quais agem como inibidores
competitivos da eNOS, como o L-NAME (N-@-nitro-l-arginina-metilester); (v) o influxo de
Ca’* pode ser bloqueado pela nifedipina (bloqueador de canais de Ca?* voltagem-dependente
do tipo L); e a hiperpolarizacdo induzida pela saida de K* das células por canais sensiveis ao
ATP pode ser blogueada pela glibenclamida (bloqueador desses canais) (VAN BREEMEN;
SAIDA, 1989; LAHLOU et al., 2003; AKATA, 2007; FELETOU; HUANG; VANHOUTTE,
2010; NWOKOCHA et al., 2012)
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2. JUSTIFICATIVA

A HAS é uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, sendo
atualmente o mais importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (CHOW, 2013; FARACO; IADECOLA, 2013). De acordo com a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (2010), estima-se que a prevaléncia da HAS na populagdo urbana
adulta brasileira varie de 22,3% a 43,9%, podendo atingir até 75% quando se considera
individuos com mais de 70 anos de idade. O tratamento da HAS requer frequentemente a
terapéutica medicamentosa (SIMAO et al., 2016). Porém, estudos mostram baixos niveis de
adesdo a terapia anti-hipertensiva devido a fatores como dificuldades financeiras, grande
nimero de medicamentos prescritos e reacdes adversas a esses medicamentos (GIROTTO et
al., 2013). Por esses motivos as plantas medicinais tem despertado a atencdo da populagédo
para o tratamento de doencas como a HAS. O Brasil é um pais com imensa diversidade de
espécies de plantas, e grande parte da populagéo as utiliza para fins terapéuticos (SIMOES et
al., 2007). Sendo assim, estudos que verifiquem e comprovem as propriedades hipotensivas
de espécies vegetais sdo de grande relevancia, pois auxiliam na descoberta de novas
substancias biologicamente ativas, bem como podem indicar espécies potencias para a

producdo de fitoterapicos.



32

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fitoqguimicamente e avaliar os efeitos do extrato aquoso liofilizado das
folhas de A. crassiflora sobre a PA, FC e iQT de ratos Wistar normotensos anestesiados e

determinar possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos observados.

3.2 Objetivos especificos

e Construcdo da curva dose-efeito (1-80 mg/kg) para caracterizacdo das respostas
evocadas pela administracdo i.v. do extrato, sobre a pressdo arterial média (PAM) e
FC,

e Investigar, através da administracdo de metilatropina, a participacdo de receptores
muscarinicos na instalacdo dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso liofilizado
das folhas de A. crassiflora;

e Investigar, através da administracdo de hexametonio, a participacdo de alteracdes nos
efluxos autondmicos na instalacdo dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassiflora;

e Investigar, através da administracdo de indometacina, a participacdo de
prostaglandinas na instalacdo dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassiflora;

e Investigar, através da administracdo de L-NAME, a participacdo do NO na instalacao
dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora;

e Investigar, através da administracdo de nifedipina, a participacdo de canais de Ca** na
instalacdo dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.
crassiflora;

e Investigar, através da administragdo de glibenclamida, a participacdo de canais de
K" dependentes de ATP na instalacdo dos efeitos cardiovasculares do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassifora.

e Identificar os constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassifora.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As amostras das folhas de A. crassiflora foram coletadas em dezembro de 2016, em
um campo de vegetacdo esponténea na fazenda Santa Rita situada no Municipio de Lassance,
Minas Gerais (localizagdo: 17.989434, 44.738243). O material vegetal foi identificado pela
Dra. Adriana Arantes e uma exsicata da espécie foi depositada no herbario da Universidade
Federal de Uberlandia (HUFU 73.547).

4.2 Obtencao do extrato aquoso

As folhas foram separadas dos galhos e lavadas em agua destilada. Posteriormente, as
folhas foram colocadas em estufa a 40° C durante 48 horas para secagem. Depois de secas, as
folhas foram trituradas em liquidificador e pesadas. As folhas trituradas foram colocadas em
provetas contendo agua destilada na proporcdo de 10% (m/v). A extracdo foi realizada a
temperatura ambiente durante 48 h. O extrato foi entdo filtrado inicialmente em funil
contendo algoddo e em seguida em funil contendo papel de filtro. O extrato obtido foi
acondicionado a -20° C. Apds o congelamento, o extrato foi submetido a liofilizagdo a -34° C
até a remocdo total do conteldo de agua do mesmo. O material produzido foi pesado e

mantido em freezer a -20° C até a sua utilizacao.

4.3 ldentificagédo dos constituintes do extrato da A. crassiflora por CLAE-DAD-EM/EM

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (UFLC da
Shimadzu, provido por duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-20A e forno CTO-20A)
acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e a um espectrometro de massas
de alta resolucdo MicrOTOF-Q 11l (Bruker Daltonics) com ionizacao por eletrospray (IES) e
analisador QqTOF (quadrupolo e tempo de voo em sequéncia). A coluna cromatogréafica
empregada foi uma Kinetex (Phenomenex, 150 x 2,1 mm), utilizando como fase movel
acetonitrila (B) e agua (A) ambas contendo 0,1% de &cido férmico. O gradiente de eluigédo
aplicado foi: de 0-2 min a 3% de B, de 2-25 min a 3-25% de B, de 25-40 min a 25-80% B e
de 40-43 min a 80% de B. As amostras foram preparadas a uma concentracdo de 1 mg/mL,

filtradas em filtros Millex (PTFE, 0,22 um) e 1 pL desta solugdo foi injetada no cromatografo.
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A identificacdo estrutural dos constituintes dos extratos foi realizada a partir dos dados de
fragmentacdo (EM/EM), da massa acurada (EM) para a determinacdo da possivel formula
molecular e também dos dados dos espectros de ultravioleta. O processo de identificacdo
supracitado foi realizado em colaboracdo com a Dra. Denise Brentan da Silva, professora da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS).

4.4 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 250-350 g, os quais foram
cedidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia (CBEA/UFU). Os animais foram mantidos em condi¢6es de livre acesso a racao e
agua e foram mantidos no depositario de animais da Area de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal de Uberlandia (ARFIS/UFU) em gabinetes com controle de temperatura
(25° C) e submetidos a ciclo claro-escuro de 12 h. Os procedimentos do presente projeto
foram avaliados, revisados e aprovados pela Comisso de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU) antes da sua realizacdo (protocolos
CEUA/UFU: 105/16; Anexo). A distribuicdo de animais nos diferentes grupos experimentais

encontra-se resumida na tabela 1.

Tabela 1. Divisdo dos diferentes grupos experimentais utilizados no presente trabalho.

Curva Grupo Grupo Grupo Grupo L- Grupo Grupo
dose- Metilatropina = Hexametdnio = Indometacina NAME Nifedipina = Glibenclamida
efeito
Participacao Participacdo Participacdo
- Participacdo = de alteracdes L dasintese  de canais de Participacdo de
Eleicdo de Participacdo de 2+ - s
de receptores nos efluxos . elou Ca canais de K
dose b P prostaglandinas. liberacio d |
ofetiva muscarinicos. auto_ngmlcos iberacdo de  voltagem ATP
' periféricos. NO. dependente dependentes
do tipo L
N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=4

Fonte: A autora, 2017.



35

4.5 Avaliacéo da PAM e da FC

Para analisar os efeitos da administracdo das substancias, os animais foram
primeiramente anestesiados com uretana (1,5 g/kg de peso corporal) (ANAKA et al, 2009) e
mantidos sob oxigenacdo através de mascara apropriada durante todo o experimento (esse
procedimento garantiu melhor estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares avaliados).
Suplementacdo anestésica foi empregada sempre que necessaria (0,15 g/animal a cada 20
minutos até a obtencdo do estado anestésico). Em seguida, através de procedimento cirdrgico,
foram inseridas canulas de polietileno (PE-10 fundido a PE-50) na artéria e veia femoral para
afericdo direta da PA dos animais ou para a administracdo das diferentes substancias (extrato
aquoso e/ou inibidores ou antagonistas especificos), respectivamente. A canula inserida na
artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressdo mecanoelétrico, o sinal detectado foi
amplificado e convertido de analdgico para digital e visualizado em um computador através
do software LabChart 8. A PAM (em mmHg) e a FC (em batimentos por minuto; BPM)
foram entdo determinadas. Além desses dois parametros também avaliamos o tempo
decorrido para que 50% da PAM fosse recuperada ap6s a administracdo do extrato (esse
parametro possibilita avaliar a fase de manutencdo da resposta hipotensora). Ap6s o término
do protocolo experimental os animais, ainda sob o efeito do anestésico uretana, foram mortos

por aprofundamento anestésico (tiopental 160 mg/kg, i.v.).

4.6 Eletrocardiograma (ECG)

ApOs as cirurgias para canulacdo, eletrodos conectados ao eletrocardidgrafo
interfaciado com o computador foram posicionados (implantacdo subcutanea) nos animais
para registro da 22 derivacdo bipolar (DII: eletrodo negativo na pata dianteira direita e
eletrodo positivo na pata traseira esquerda com aterramento produzido pela insercdo de
eletrodo na pata traseira direita. A sensibilidade de aquisicdo dos dados foi de 1 kHz. O iQT
(em ms) dos animais foi entdo avaliado da seguinte forma: 10 complexos foram escolhidos
aleatoriamente sempre um minuto antes da administracdo do extrato aquoso liofilizado das
folhas de A. crassiflora e no minuto no qual houve o pico méximo da queda da PAM apds a
administracdo do extrato. A mesma avaliagéo foi realizada no grupo de animais que recebeu
glibenclamida, tanto para a administragdo controle do extrato (antes da injecdo do
blogueador), quanto para a administracdo do extrato apds injecdo de glibenclamida. O valor

médio das 10 medidas obtidas foi determinado e utilizado como representativo do iQT dos
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animais. No presente estudo, o iQT ndo foi corrigido pela frequéncia cardiaca, ja que a
literatura relara que o iQT de ratos ndo é afetado por esse parametro, contrariamente ao
descrito para outras espécies (HAYES et al., 1994; OHTANI et al., 1997). Na vigéncia de

arritmias, os iQTs foram avaliados no minuto anterior ao aparecimento do primeiro episédio.

4.7 Construcao da curva dose-efeito

O extrato liofilizado foi solubilizado em solucdo de NaCl 0,9% e, em seguida,
diferentes doses do mesmo foram preparadas por meio de dilui¢bes seriadas a partir da maior
dose. As doses utilizadas na confecgédo da curva dose-efeito foram: 1, 6, 10, 15, 20, 30, 60 e
80 mg/kg. Apds um periodo para estabilizacdo dos animais (10-20 minutos) administravamos
inicialmente, através de injecdo em bolo, 1 mL/Kg de solucdo de NaCl 0,9%. Em seguida,
administravamos, também através de injecdo em bolo, doses crescentes de extrato (preparadas
de forma que os animais recebiam sempre 1 mL de solu¢do/Kg de animal). Entre cada dose do
extrato foi dado um intervalo de até 30 minutos para avaliacdo do retorno dos parametros aos
niveis basais, ou estabelecimento de uma resposta estavel (conduta utilizada em todos os
demais experimentos). Os parametros de interesse foram entdo calculados subtraindo-se o
efeito do extrato daquele obtido com a administracdo de solucdo salina, ou veiculo
(procedimento empregado em todos 0s experimentos e também vaélido para todas as

substancias administradas).

4.8 Avaliacdo da participacdo de receptores muscarinicos na instalacdo dos efeitos
induzidos pelo extrato

Os efeitos da administracdo do extrato (45 mg/Kg i.v.) foram avaliados antes e 30
minutos ap6s o tratamento com metilatropina (3 mg/Kg, i.v.) (SONCINI et al. 2011). A
acetilcolina foi administrada no inicio do experimento e ap6s 25 minutos da administracdo do

antagonista para verificagdo da efetividade do bloqueio muscarinico (10 pg/Kg, i.v.).

4.9 Avaliacdo das alteracdes nos efluxos autondmicos periféricos na instalacdo dos

efeitos induzidos pelo extrato

Os efeitos da administragcdo do extrato (45 mg/Kg i.v.) foram avaliados antes e 10

minutos apds o tratamento com hexameténio (20 mg/Kg, i.v.) (SONCINI et al., 2011). A
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integridade da resposta reflexa cardiaca frente a alteracbes de PAM foi testada no inicio do
protocolo e ao final dos experimentos através da administracdo de droga vasoconstritora
(fenilefrina) e vasodilatadora (nitroprussiato de sddio; NPS) (ambas na dose de 4 ug/Kg, i.v.)
(SYBERTZ; SABIN; MORAN, 1981; O'SHAUGHNESSY; NEWMAN; WARREN, 1992).

4.10 Avaliacdo da participacdo de prostaglandinas e do NO na instalacdo dos efeitos

induzidos pelo extrato

Os efeitos da administracdo do extrato (45 mg/Kg i.v.) foram avaliados antes e 30
minutos ap6s o tratamento com indometacina (5 mg/Kg, i.v.) ou L-NAME (10 mg/Kg, i.v.)
(WONG et al., 1990; SONCINI et al., 2011).

4.11 Avaliagdo da participacdo de canais de Ca?* voltagem-dependentes do tipo L na

instalacdo dos efeitos induzidos pelo extrato.

Os efeitos da administracdo do extrato (45 mg/Kg i.v.) foram avaliados antes e 30

minutos ap6s o tratamento com nifedipina (3 mg/Kg, i.v.).

4.12 Avaliacdo da participacdo de canais de K* ATP-dependentes na instalacdo dos

efeitos induzidos pelo extrato.

Os efeitos da administracdo do extrato (45 mg/Kg i.v.) foram avaliados antes e 30
minutos apds o tratamento com glibenclamida (20 mg/Kg, i.v.) (HORIKAWA et al. 1998).

4.13 Veiculos empregados no presente estudo.

Quando necessario, foram utilizadas diferentes soluc@es para solubilizacdo de algumas
das drogas supracitadas: (i) para solubilizar a nifedipina, foi utilizada uma solucdo de
propilenoglicol associado a solucdo salina (3:1); (ii) para solubilizar a glibenclamida, foi
utilizada uma solucdo de DMSO 100%,; (iii) para solubilizar a indometacina, utilizou-se uma
solucdo de carbonato de sodio 0,5% (Na,COs). Cabe ressaltar que todos os veiculos
supracitados foram administrados previamente aos protocolos experimentais, como forma de
controle. Todas as outras drogas foram diltidas em solucgéo salina (0,9%), a qual também foi

administrada previamente como controle.
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4.14 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédiaterro padrdo da media (EPM) das
alteracdes de PAM e FC em % (algumas vezes os valores de FC foram expressos em BPM),
ou iQT. Os dados foram avaliados através do teste “t” de Student pareado utilizando-se o
programa GraphPad Prism® (versdo 5.0). Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando os valores de P eram menores que 0,05 (P<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Curva dose-efeito

A administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora induziu, de
forma dose-dependente, queda na PAM dos animais (Fig. 12A e Fig. 13). Contudo, a FC nédo
foi significativamente alterada pelo extrato (P>0,05 vs. zero, valor hipotético que representa
auséncia de alteracdo), exceto ap6s a administracdo da maior dose empregada (80 mg/kg), a
qual causou intensa taquiarritmia ventricular (detectada no ECG) associada a aumento do iQT
(Fig. 14; Fig. 15 B e C), queda proeminente da pressao arterial e da FC (derivada da pressdo
de pulso, i.e., dos ciclos sistole-diastole) (Fig. 12 A e B; Fig. 13). As alteracdes produzidas
pela dose de 80 mg/kg causou a morte de todos os animais utilizados nesse experimento (Fig.
12 A e B; Fig. 13). Por fim, cabe salientar que as alteracfes no iQT também foram dose-
dependentes e que extrato promoveu um discreto aumento da pressao arterial imediatamente
antes da instalacdo do efeito hipotensor, cuja magnitude ndo se mostrou dose-dependente
(Fig. 14).
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Figura 12. Curva dose-efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora sobre a presséo arterial
média e frequéncia cardiaca.
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Fonte: A autora, 2017.
Efeitos da administracdo intravenosa do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora sobre a pressdo

arterial média (PAM, A em %) (A) e frequéncia cardiaca (FC, A em %) (B) de ratos Wistar anestesiados. Os
dados representam a médiatEPM de 5 experimentos. *P<0,05 (teste “t” de Student usando como média para
comparacdo o valor hipotético de zero, i.e., nenhuma alteracéo).

Figura 13. AlteragGes pressdricas induzidas pela administragdo de doses crescentes do extrato aquoso liofilizado
das folhas de A. crassiflora.

5 min

P

Pt o Mo WM%\/“k

Fonte: A autora, 2017.
Registro representativo do efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora sobre a presséo

arterial média (PAM, em mmHg) de ratos anestesiados. Os pontos indicam 0 momento da administragdo
intravenosa do extrato (doses: 1, 6, 10, 15, 20, 30, 60 e 80 mg/kg, respectivamente).
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Figura 14. Efeito da administracdo de doses seriadas do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora
no iQT de ratos Wistar anestesiados.
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Fonte: A autora, 2017.
Efeitos da administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora sobre o intervalo QT (iQT) de

ratos Wistar anestesiados. Os dados representam a médiatEPM de 5 experimentos conduzidos em ratos Wistar
anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student usando como média para comparagdo o valor hipotético de zero, i.e.,

nenhuma alteracéo).

Figura 15. Efeitos da administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (80 mg/kg, i.v.)
sobre o eletrocardiograma de ratos Wistar anestesiados.
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Fonte: A autora, 2017.
Registro eletrocardiografico representativo de ratos Wistar anestesiados antes da administracdo de extrato

aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora; em destaque, estdo evidenciados o complexo QRS e as ondas P e
T (A). Taquiarritmia ventricular intensa (B) e episodios de torsades de pointes (C) precipitados pela
administraco intravenosa de 80 mg/kg de extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora.
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5.2 Avaliagdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora antes e depois da administracéo de metilatropina.

A administracdo de metilatropina causou queda transitéria da PAM, cujos valores
estabilizaram em patamares (99,62+5,55 mmHg) compativeis com aqueles do periodo de pré-
tratamento (97,26+5,32 mmHg; P>0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). A metilatropina
causou potencializacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.
crassiflora, evidenciada pelo aumento na queda da PAM (Fig. 16A); entretanto, ndo houve
alteracdo estatisticamente significativa no tempo para recuperacdo da resposta hipotensora do
extrato (Fig. 16B). O efeito vasodilatador da acetilcolina foi efetivamente inibido pela

administracdo de metilatropina (Fig. 17).

Figura 16. Efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois da
administracéo de metilatropina.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de metilatropina (3 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). A figura B apresenta o
tempo (em minutos) para recuperacdo de 50% da resposta hipotensora do extrato, antes e depois do tratamento
com metilatropina. Os resultados representam a médiatEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar
anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado). A figura C mostra um registro representativo do efeito
hipotensor do extrato de A. crassiflora, antes e depois do tratamento com metilatropina. Os pontos indicam o
momento da administracdo do extrato.
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Figura 17. Efeito da acetilcolina, antes e depois da administracdo de metilatropina, sobre a pressao arterial
média.
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Fonte: A autora, 2017.

Inibicdo do efeito hipotensor da acetilcolina pela administragdo de metilatropina (3 mg/kg, i.v.). Os resultados
representam a médiaxtEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de
Student pareado).

5.3 Avaliacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora antes e depois do tratamento com hexametonio.

A administracdo de hexametdnio causou queda da PAM, cujos valores estabilizaram
em patamares (64,92+4,59 mmHg) inferiores aqueles do periodo de pré-tratamento
(94,54+3,78 mmHg; P<0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). A administracdo de
hexametdnio ndo alterou o efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.
crassiflora (Fig. 18A). Entretanto, a administracdo dessa droga modificou o tempo para
recuperacdo de 50% da resposta hipotensora do extrato (Fig. 18B). O hexamet6nio diminuiu
significativamente a bradicardia e a taquicardia induzidas pela administracdo de fenilefrina e
NPS, respectivamente (Fig. 19 A e B). Ainda, o efeito hipertensor da fenilefrina foi

potencializado pelo hexametonio (Fig. 20).
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Figura 18. Efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois do
tratamento com hexametonio.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de hexametonio (20 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). A figura B apresenta o
tempo (em minutos) para recuperacdo de 50% da resposta hipotensora do extrato, antes e depois do tratamento
com hexametonio. Os resultados representam a médiaxtEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar
anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado). A figura C mostra um registro representativo do efeito
hipotensor do extrato de A. crassiflora, antes e depois do tratamento com hexametdnio. Os pontos indicam o
momento da administracdo do extrato
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Figura 19. Efeito da fenilefrina e do nitroprussiato de sédio sobre a frequéncia cardiaca, antes e depois da
administracéo de hexametonio.
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Fonte: A autora, 2017.
AlteracGes da frequéncia cardiaca (FC; batimentos por minutos: BPM) induzidas pela administracdo de

fenilefrina (4pg/kg, i.v.) (A) e nitroprussiato de sodio (4pg/kg, i.v.) (B), antes e depois do tratamento com
hexametdnio (20 mg/kg, i.v.). Os resultados representam a médiazEPM de 5 experimentos realizados em ratos

Wistar anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado).
Figura 20. Efeito da fenilefrina, antes e depois do tratamento com hexameténio, sobre a pressdo arterial média.
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Fonte: A autora, 2017.
Efeito da administracdo de fenilefrina (4pg/kg, i.v.) sobre a pressdo arterial média dos animais (PAM; A em %),

antes e depois do tratamento com hexametonio (20 mg/kg, i.v.). Os resultados representam a médiatEPM de 5
experimentos. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado).
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5.4 Avaliacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora antes e depois do tratamento com indometacina.

A administracdo de indometacina causou aumento transitéria da PAM, cujos valores
estabilizaram em patamares (98,50+2,51 mmHg) compativeis com aqueles do periodo de pré-
tratamento (99,02+3,21 mmHg; P>0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). A indometacina
causou potencializacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.
crassiflora, evidenciada pelo aumento na queda da PAM e pelo aumento no tempo para

recuperacdo da resposta hipotensora (Fig. 21 A e B).

Figura 21. Efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois do
tratamento com de indometacina.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de indometacina (5 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). A figura B apresenta o
tempo (em minutos) para recuperacdo de 50% da resposta hipotensora do extrato, antes e depois do tratamento
com indometacina. Os resultados representam a médiatEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar
anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado). A figura C mostra um registro representativo do efeito
hipotensor do extrato de A. crassiflora, antes e depois do tratamento com indometacina. Os pontos indicam o
momento da administracdo do extrato.
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5.5 Avaliacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.
crassiflora antes e depois do tratamento com L-NAME.

A administracdo de L-NAME causou aumento da PAM, cujos valores estabilizaram
em patamares (152,30+£2,86 mmHg) maiores do que aqueles do periodo de pré-tratamento
(94,06+4,17 mmHg; P<0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). O L-NAME causou
potencializagéo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora,
evidenciada pelo aumento na queda da PAM (Fig. 22A); entretanto, ndo houve alteracdo no

tempo para recuperacdo da resposta hipotensora do extrato (Fig. 22B).

Figura 22. Efeitos cardiovasculares do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois da
administracdo de indometacina.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de L-NAME (10 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). A figura B apresenta o tempo
(em minutos) para recupera¢do de 50% da resposta hipotensora do extrato, antes e depois do tratamento com L-
NAME. Os resultados representam a médiatEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar anestesiados.
*P<0,05 (teste “t” de Student pareado). A figura C mostra um registro representativo do efeito hipotensor do
extrato de A. crassiflora, antes e depois do tratamento com L-NAME. Os pontos indicam o momento da
administracdo do extrato.
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5.6 Avaliacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora antes e depois do tratamento com nifedipina.

A administracdo de nifedipina causou diminuigdo da PAM, cujos valores estabilizaram
em patamares (70,41+4,00 mmHg) menores do que aqueles do periodo de pré-tratamento
(103,90+6,27 mmHg; P<0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). A nifedipina causou
inibicdo do efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora,
evidenciada pela diminuicdo na queda da PAM (Fig. 23A); contudo, houve aumento

significativo no tempo para recuperacao da resposta hipotensora do extrato (Fig. 23B).

Figura 23. Efeitos cardiovasculares do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois da

administracéo de nifedipina.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de nifedipina (3 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). A figura B apresenta o tempo
(em minutos) para recuperacdo de 50% da resposta hipotensora do extrato, antes e depois do tratamento com
nifedipina. Os resultados representam a médiatEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar anestesiados.
*P<0,05 (teste “t” de Student pareado). A figura C mostra um registro representativo do efeito hipotensor do
extrato de A. crassiflora, antes e depois do tratamento com nifedipina. Os pontos indicam o momento da
administracéo do extrato.
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5.7 Avaliacdo do efeito hipotensor do extrato antes e depois do tratamento com

glibenclamida.

A administracdo de glibenclamida causou diminuicdo transitoria da PAM, cujos
valores estabilizaram em patamares (120,60+12,50 mmHg) semelhantes aqueles do periodo
de pré-tratamento (105,30+7,70 mmHg; P>0,05, teste “t” de Student pareado, n=5). A
glibenclamida aumentou significativamente o efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado
das folhas de A. crassiflora (Fig. 24 A e B), bem como precipitou taquiarritmias ventriculares
e episddios de TdP, a semelhanca do observado com a administracdo de 80 mg/kg do extrato
na auséncia de qualquer inibidor/bloqueador (Fig. 25B e C). Ainda, 0 iQT dos animais apos a
administracdo do extrato foi significativamente aumentado pelo tratamento com

glibenclamida (Fig. 26).

Figura 24. Efeito hipotensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora antes e depois do
tratamento com glibenclamida.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de glibenclamida (20 mg/kg, i.v.), sobre a pressdo arterial média (PAM, A em %) (A). Os resultados representam
a médiaxtEPM de 5 experimentos realizados em ratos Wistar anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student
pareado). A figura B mostra um registro representativo do efeito hipotensor do extrato de A. crassiflora, antes e
depois do tratamento com glibenclamida. Os pontos indicam o0 momento da administragdo do extrato. A
administracdo do extrato ap6s o tratamento com glibenclamida causou a morte de todos os animais avaliados
nesse grupo, ndo havendo, portanto, recuperagao da resposta.
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Figura 25. Efeitos da administragdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora sobre o
eletrocardiograma de ratos Wistar anestesiados, antes e ap6s a administracéo de glibenclamida.
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Fonte: A autora, 2017.

Registros representativos dos eletrocardiogramas (ECGs) de ratos Wistar anestesiados. Em (A) encontra-se o
registro do ECG no inicio do experimento, o qual evidencia (em destaque) o complexo QRS e asondas Pe T
(A). A administracdo do extrato (45 mg/kg, i.v.), apés o tratamento com glibenclamida (20 mg/kg, i.v.),
precipitou taquiarritmias ventriculares intensas (B), com episddios de torsades de pointes (C). A administracdo
do extrato antes do tratamento dos animais com glibenclamida ndo alterou significativamente o comportamento
do ECG dos animais (ndo mostrado).
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Figura 26. Efeito da administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora no iQT de ratos
Wistar anestesiados, antes e ap6s a administracdo de glibenclamida.
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Fonte: A autora, 2017.

Efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo
de glibenclamida (20 mg/kg, i.v.), sobre o intervalo QT (iQT) de ratos Wistar anestesiados. Os resultados
representam a média£EPM de 4 experimentos. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado).

5.8 Efeitos dos diferentes antagonistas e inibidores sobre o componente hipertensor da

reposta evocada pela administracéo do extrato.

Figura 27. Efeito hipertensor do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora na presenca de diferentes
inibidores e antagonistas.
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Fonte: A autora, 2017.

Aumento inicial da pressdo arterial média (PAM, A em %) evocado pela administragdo do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassiflora (45 mg/kg, i.v.), antes e depois da administracdo de metilatropina (3
mg/kg, i.v.: A), L-NAME (10 mg/kg, i.v.: B), glibenclamida (20 mg/kg, i.v.: C) indometacina (5 mg/kg, i.v.: D),
nifedipina (3 mg/kg, i.v.: E) ou hexamet6nio (20 mg/kg, i.v.: F). Os resultados representam a médiatEPM de 4-5
experimentos conduzidos em ratos Wistar anestesiados. *P<0,05 (teste “t” de Student pareado).
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5.9 Caracterizacao fitoquimica do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassifora.

A separacgdo cromatografica e a identificacdo dos diferentes constituintes do extrato
aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora estdo apresentadas na figura 28 e tabela 2,
respectivamente. Foram identificadas metabdlitos secundarios pertencentes as seguintes
classes: proantocianidinas, flavonoides (em especial varias formas de quercetina glicosilada),
alcaloides aporfinicos (xilopina e isolaurelina) e um alcaloide de estrutura ainda néo
determinada (12).

Figura 28. Cromatograma de ions totais obtido em modo de ionizacdo negativa e positiva do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassiflora.
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Fonte: A autora, 2017.
Separagdo cromatografica dos constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassifora, com
destaque para os diferentes picos identificados.



Tabela 2. Identificacdo dos compostos apresentados no cromatograma.

Pico Composto FM uv MS (m/z)  MS (m/2)

[M-H] [M+H]*

1 Acido quinico C7H120¢ - 191,0564  193,0701

2 Catequina* CisH120s 280  289,0718  291,0874

Dimero procianidina CaoH26012 280 577,1352  579,1497

3 Acido 5-O-E-cafeoilquinico* CisH1s09 299, 353,0873  355,1024
324

4 Dimero procianidina CaoH2012 280 577,1351 579,1513

Trimero procianidina CssHzs015 280 865,1964 867,2131

5 Epicatequina* CisH140s 280  289,0724  291,0874

6 Trimero procianidina CssH3s013 280  865,1957  867,2131

7 O-galoil dimero procianidina Cs7H30016 278 729.1438  731.1631

8 O-pentosil hexosil quercetina CysHos015 265, 595,1305 597,1456
353

9 O-hexosil-deoxihexosil Cy7H30015 265, 609,1479 611,1609
quercetina 355

10 O-hexosil quercetina C1H»0O1, 265, 463,0888 465,1028
355

11 O-pentosil quercetina CyH18011 265, 433,0785 435,0932
355

12 Alcaloide CxH2sNO; 280 - 328,1913

13 Xilopina CigH17NO3 280 - 296,1291

14 Isolaurelina C19H19NO3 280 - 310,1441

*confirmado por inje¢do de padrao auténtico.

Fonte: A autora, 2017.
Identificacdo dos constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassifora. O processo foi realizado
por HPLC-DAD-MS/MS usando um equipamento ESI-QTOF.
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Figura 39. Estrutura quimica dos compostos identificados no extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora.
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Fonte: PubChem (modificado).
A figura apresenta a estrutura de alguns flavonoides e alcaloides identificados no extrato aquoso liofilizado das

folhas de A. crassiflora. Apesar de no extrato terem sido identificados apenas espécies de quercetina glicosilada,
a figura apresenta apenas a estrutura da quercetina, uma vez que as analises conduzidas ndo possibilitaram a
determinacdo do oxigénio envolvido na ligagdo com os agUcares. Ainda, como as analises ndo indicam o tipo de

proantocianidinas (A ou B), a estrutura das mesmas néo foi representada.
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6. DISCUSSAO

O efeito hipotensor dose-dependente do extrato aquoso das folhas de A.
crassiflora pode decorrer de alteracGes na resisténcia vascular periférica e/ou no débito
cardiaco, pardmetros que determinam a PA (GUYENET, 2006). Observamos que efeito
hipotensor ndo € acompanhado por aumentos reflexos na FC; pelo contrario, a FC ou ndo foi
alterada ou diminuiu muito discretamente ap0s a administracdo do extrato, exceto apds a
administracdo da maior dose avaliada (80 mg/kg), a qual causou intensa queda da PAM.
Nesse Gltimo caso, 0 extrato causou ndo apenas vasodilatagdo, mas também acentuada
taquiarritmia ventricular, a qual possivelmente produziu diminuicdo do débito cardiaco
(assistolia). Cabe salientar que, apesar de grandemente deprimida pela anestesia, a atividade
barorreflexa péde ser detectada nos animais utilizados no presente estudo, como sugere 0S
efeitos observados apds a administracdo de fenilefrina e NPS. Assim, é possivel sugerir que,
exceto para a maior dose avaliada, o efeito hipotensor do extrato de A. crassiflora se explica
majoritariamente por acdes vasodilatadoras e ndo cardiodepressoras.

O efeito imediato e de duracdo relativamente evocada pelo extrato na pressao
sanguinea dos animais se asemelha ao efeito hipotensivo relatado para muitos dos metabolitos
secundarios identificados, como catequina, epicatequina e proantociandinas, mais
especificamente, procianidinas de tipo B (LIMA-LANDMAN et al.,, 2007). Embora a
administracdo intravenosa de quercetina tenha demonstrado diminuir a pressao arterial em
ratos (DA ROCHA LAPA et al., 2011), a presenca de diferentes formas de quercetina
glicosilada no presente extrato dificulta determinar a sua contribuicdo para o efeito
hipotensivo observado. De fato, enquanto alguns flavondides glicosilados tém efeito
hipotensivo quando administrados por via intravenosa, outros ndo (GASPAROTTO JUNIOR
etal., 2011; LIMA-LANDMAN et al., 2007).

O aparecimento de episodios de TdP evidencia um efeito cardiotdxico associado a
administracdo do extrato. Zitron e colaboradores (2005) avaliaram a possivel interacdo de
diferentes flavonoides contidos no suco de uva com canais HERG. Foi observado que mais da
metade dos flavonoides possuia atividade inibitoria sobre os referidos canais, dentre eles a
quercetina; contudo, a rutina, uma quercetina glicosilada, ndo foi capaz de inibir as correntes
mediadas pelo HERG. Assim, como o presente extrato possui apenas variedades de quercetina
glicosilada, € pouco provavel que essa classe de metabdlitos secundarios seja capaz de
interferir com a atividade do HERG no coragdo de ratos e, portanto, de induzir
cardiotoxicidade (KONOPELSKI; UFNAL, 2016). Por outro lado, a literatura relata que as
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proantocianidinas sdo responsaveis pelo bloqueio de canais HERG in vitro e explicam a agdo
potente de alguns extratos com relacdo a esse particular (SCHRAMM et al., 2014). Ainda,
apesar da variada relacdo estrutura atividade observada, alcaloides diversos sdo capazes de
inibir as correntes mediadas por HERG (KRATZ et al., 2017), incluindo aqueles pertencentes
a classe das protoberberinas e aporfinas, as quais apresentam semelhanca estrutural com o0s
alcaloides ja identificados no extrato aquoso das folhas de A. crassiflora [e.g., alcaloide da
classe das tetraidroprotoberberinas, identificado previamente por nosso grupo de pesquisa
(FERRAZ et al., 2017), bem como xilopina e isolaurelina, identificadas na amostra do extrato
e pertencentes a classe das aporfinas). Logo, é possivel que as proantocianidinas e alcaloides
possam estar relacionados com a inibicdo de canais HERG no tecido cardiaco de ratos,
diminuicdo do efluxo de K* e, consequente, prolongamento do iQT e desenvolvimento de
taquiarritmias e/ou episddios de TdP, os quais levaram a Obito todos os animais que
receberam a maior dose do extrato avaliada no presente estudo. Entretanto, a contribuicdo das
diferentes classes de metabolitos secundarios para o efeito cardiotoxico do extrato aquoso das
filhas de A. crassiflora permanece por ser elucidada.

Sabe-se que substancias capazes de reduzir os efluxos autondmicos simpaticos podem
alterar o ténus vascular, causando vasodilatacdo (GUYENET, 2006). A caracterizacdo
fitoquimica do extrato de A. crassiflora realizada no presente estudo evidenciou a presenca de
xilopina, um alcaloide descrito na literatura como antagonista altamente seletivo de receptores
al-adrenérgicos (LIU; HAN; WANG, 1989). Contudo, alteracbes nos efluxos autonémicos
periféricos parecem ndo contribuir para a instalacdo do efeito hipotensor do extrato aquoso
das folhas de A. crassiflora, uma vez que o blogueio ganglionar, através da administracao de
hexametdnio, ndo alterou a queda da PAM induzida pelo extrato. Ademais, a administracao
de hexametdnio potencializou o efeito hipertensor inicial evocado pelo extrato e aumentou o
tempo para recuperacdo da resposta hipotensora. Esses fatos podem ser explicados pela
supersensibilidade dos vasos sanguineos a substancias vasoconstritoras ap6s o bloqueio
ganglionar (TERASHINI; SHIMAMOTO, 1993), bem como a auséncia de vasoconstri¢ao
adrenérgica que se oporia a vasodilatagdo induzida pelo extrato, acelerando, assim, a
recuperacdo da resposta hipotensora do mesmo. Ressalta-se que a intensificacdo do efeito
vasoconstritor da fenilefrina apos a administracdo de hexameténio corrobora a hipotese de
supersensibilidade a agentes vasoconstritores aventada acima.

A estimulacdo de receptores muscarinicos endoteliais induz vasodilatacdo
(FURCHGOTT,; VANHOUTTE, 1989); de fato, no presente estudo a metilatropina, um

antagonista muscarinico néo seletivo, foi capaz de inibir a acdo vasodilatadora da acetilcolina.
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Contudo, a resposta hipotensora do extrato de A. crassiflora parece ndo estar relacionada a
estimulagdo de receptores muscarinicos, visto que a administracdo de metilatropina
potencializou a queda da PAM evocada pelo extrato. A administracéo (i.v.) de metilatropina
em ratos, dentro da faixa de dose utilizada em nosso estudo, comumente causa aumento da
frequéncia cardiaca associada a um discreto aumento da pressdo arterial. Contudo, apesar de
ser um antagonista muscarinico classico, a atropina pode causar queda significativa da pressao
arterial apos a administracdo de altas doses (25 mg/kg), um efeito atribuido ao bloqueio de
receptores o-adrenérgicos (ABRAHAM et al., 1981); embora a metilatropina apresente
praticamente a mesma poténcia em antagonizar 0s receptores muscarinicos que a atropina, a
primeira é cerca de 100 vezes menos potente do que a segunda no que se refere ao
antagonismo de receptores a-adrenérgicos (CANTOR et al., 1983). Assim, nossas
observacBes de que a metilatropina causou queda transitéria da PAM, bem como
potencializou o efeito hipotensor do extrato ndo eram esperadas e sugerem que o extrato foi
capaz de alterar a farmacologia desse antagonista (cabe relembrar que os animais receberam
metilatropina ap6s a administracdo de 45 mg/kg de extrato). Mecanismos que envolvam
efeitos sobre o sistema nervoso central parecem pouco provaveis, ja que a metilatropina
possui pouca capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica; portanto, apenas a
intensificacdo (produzida pelo extrato) da interacdo da metilatropina com os receptores o-
adrenérgicos (por fendbmenos farmacocinéticos e/ou farmacodindmicos) nos parece provavel
como mecanismo, o qual permanece por ser investigado.

A administracdo de L-NAME potencializou o efeito hipotensor do extrato aquoso
liofilizado das folhas de A. crassiflora, sem alterar o tempo para a recuperacao dessa resposta.
Tais observacdes sugerem que a hipotensdo induzida pelo extrato ndo envolve a sintese e/ou
liberacdo de NO a partir da atividade da sintase do éxido nitrico. Tanto quercetina quanto
proantocianidinas parecem estimular a sintese e secrecdo de NO pelas células endoteliais, um
efeito cuja importancia depende do leito vascular avaliado (ZHOU et al., 2006; DALBO et al.,
2008); assim, nossos dados sugerem que o tipo de glicosilacdo da molécula de quercetina,
bem como as variedades especificas de proantocianidinas presentes no extrato de A.
crassiflora, possuam um comportamento farmacoldgico diferente. Corroborando com essa
hipdtese, tem sido demonstrado que a rutina evoca dilatacdo vascular por mecanismos
diferentes daqueles observados apds a administracdo de quercetina; ainda, nem toda
proantocianidina apresenta a mesma eficacia e poténcia vasodilatadora (FUSI et al., 2003;
ZHOU et al., 2006; DALBO et al., 2008). Por outro lado, a potencializagio do efeito

hipotensor do extrato pelo L-NAME suscita a possibilidade de que o extrato possa ativar, de
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alguma forma e ao menos parcialmente, o sistema GMPc/PKG vascular. De fato, a inibigédo da
sintese de NO in vitro e in vivo, inclusive com L-NAME, potencializa a acdo de
nitrovasodilatadores, evidenciando uma supersensibilizacdo vascular ao NO nessa condicéao
(MONCADA et al. 1991; GUPTA et al., 2008). Varios mecanismos foram apontados como
responsaveis por esse fenémeno, inclusive aumento da sensibilidade da PKG ao GMPc
(GUPTA et al., 2008). A esse respeito, foi demonstrado que a quercetina é capaz tanto de
ativar diferentes formas de guanilato ciclases particuladas, quanto de aumentar os niveis de
GMPc em cultura de células (CHEN et al., 2002). Portanto, se as diferentes formas de
quercetina identificadas no extrato de A. crassiflora mantiverem ao menos a mesma
capacidade descrita para a quercetina ndo glicosilada com rela¢do a ativacdo das guanilato
ciclases, o consequente aumento do conteldo de GMPc vascular supostamente produzido por
essas substancias, em uma condicdo associada a supersensibilidade da PKG, explicaria a
potencializagdo do efeito do extrato pelo L-NAME. Essa possibilidade também permanece
por ser esclarecida.

O tonus vascular também sofre influéncia de diversos tipos de canais de K*, incluindo
os canais de K* ATP-dependentes (KO et al., 2008) Contudo, tais canais ndo contribuem para
o efeito hipotensor do extrato de A. crassiflora, como sugere a observacdo de que a
administragdo de glibenclamida, um bloqueador de canais de K ATP-dependentes, n&o
bloqueou a resposta hipotensora, mas sim potencializou grandemente esse efeito, levando a
Obito todos os animais deste grupo experimental. Assim, semelhantemente ao constatado apds
a administracdo da dose de 80 mg/kg durante a construcdo da curva dose-efeito, a
administracdo de 45 mg/kg de extrato, ap6s glibenclamida, causou, além de intensa
vasodilatacdo, a precipitacdo de taquiarritmia ventricular e episoédios de TdP, tornando-se
igualmente cardiotdxica. A literatura relata que a glibenclamida encontra-se 98% ligada a
albumina plasmatica (OLSEN; KEARNS; KEMP, 1995). Flavonoides e proantocianidinas
também sdo capazes de se ligar a albumina, tanto in vivo quanto in vitro (BOLLI et al., 2010;
LI et al., 2013). Assim, ¢é possivel que a administracdo de glibenclamida tenha alterado a
farmacocinética dos componentes do extrato, causando o deslocamento da ligacdo destes a
albumina e, consequentemente, potencializando seus efeitos ndo apenas vasodilatadores, mas
tambem cardiotoxicos, como sugere o aumento do iQT nessa condi¢do experimental.

Frente a estimulacdo por diferentes agonistas, as celulas endoteliais sintetizam e
secretam produtos derivados da atividade das COXs, os quais podem evocar efeitos tanto
vasodilatadores (como aqueles produzidos pela PGl,), quanto efeitos vasoconstritores (como
aqueles decorridos da acdo de TXA, e a PGH,) (FELETOU; HUANG; VANHOUTTE,
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2011). De fato, o extrato das folhas de A. crassiflora parece estimular tanto substancias
vasoconstritoras, quanto vasodilatadoras dependentes da atividade de COXs, uma vez que a
administracdo do extrato apos a indometacina potencializou tanto o discreto efeito hipertensor
inicial, quanto o efeito vasodilatador e 0 tempo para recuperacao da PAM. Contudo, os efeitos
desses mediadores COX-dependentes parecem ter cinéticas diferentes; assim, enquanto o
efeito da(s) substéncia(s) vasodilatadora(s) se manifesta(m) inicialmente, logo apds a
administracdo do extrato, o efeito da(s) substancia(s) vasoconstritora(s) instala(m)-se
posteriormente (fase de relaxamento), participando inclusive na recuperacdo da resposta.

O bloqueio de canais de Ca** voltagem-dependentes do tipo L representa um
importante mecanismo de inducdo de vasodilatacdo (JACKSON, 2000). De fato, as
diidropiridinas, como a nifedipina, que promovem o bloqueio desses canais, representam uma
importante classe de agentes anti-hipertensivos (RICHARD, 2005). O efeito vasodilatador do
extrato de A. crassiflora foi significativamente reduzido ap6s a administracdo de nifedipina,
sugerindo que o blogueio, direto ou indireto, dos canais de Ca?* voltagem-dependentes do tipo
L contribui para o efeito hipotensor do extrato. As proantocianidinas parecem evocar a
vasodilatacdo, pelo menos parcialmente, através da hiperpolarizacio vascular (DALBO et al.,
2008); uma vez que a hiperpolarizacdo causa a inativacdo dos canais de Ca*" voltagem-
dependentes, a presenca de proantocianidinas no presente extrato pode explicar porque a
hipotensdo causada pelo mesmo é sensivel a acdo da nifedipina. Esta possibilidade permanece
por ser investigada. Vale ressaltar que o modesto efeito hipertensor inicial evocado pela
administracdo do extrato também foi reduzido pela nifedipina, sugerindo que a contracdo
evocada requer o influxo de Ca** nas células musculares lisas, motivo pelo qual também

houve aumento no tempo para recuperacao da resposta hipotensora (JACKSON, 2000).
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7. CONCLUSAO

O extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora possui efeito hipotensor
relacionado primariamente a uma agédo vasodilatadora;

A vasodilatagdo parece envolver o bloqueio de canais de Ca®* voltagem-dependentes
do tipo L, mas ndo esta relacionada com a sintese e/ou liberacdo de NO, nem de
prostaglandinas vasodilatadoras, tdo pouco depende da estimulacdo de receptores
muscarinicos;

O extrato parece evocar a sintese e liberacdo de um vasoconstritor COX-dependente,
cujo efeito de baixa magnitude se opde a vasodilatacdo produzida pelo extrato; ha
também a sintese e liberacdo de um prostanoide vasodilatador que, apesar de ndo estar
envolvido na fase hipotensiva do efeito do extrato, contribui para minimizar o discreto
efeito vasoconstritor inicial induzido por este;

Apesar do extrato possuir substancias com propriedade antiadrenérgicas, como o
alcaloide xilopina, interferéncias com o ténus simpético ndo parecem contribuir para a
vasodilatacédo induzida pelo extrato;

Altas doses de extrato produzem cardiotoxicidade aparentemente relacionada ao
retardo da repolarizacdo ventricular; essa cardiotoxicidade é aumentada pela
glibenclamida, alertando para uma interacdo farmaco/produto natural potencialmente
fatal.
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ANALISE FINAL N° 243/16 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 105/16

Projeto Pesquisa: “Avaliacédo do efeito hipotensor e antidepressivo do extrato
aquoso liofilizado das folhas de Annona Crassiflora Mart”.

Pesquisador Responsavel: Ingrid Beatriz de Melo Morais

O protocolo n&do apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

Situacdo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.
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l

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU



