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RESUMO

Efeitos Vasculares do Extrato Hidroalcoodlico e Fragoes das Folhas de

Vitex polygama Cham. (Lamiaceae)

As doengas cardiovasculares sao a primeira causa de morte no mundo,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude. Uma caracteristica comum destas
doencas € a alteracao da funcédo vascular, com disfuncdo endotelial e aumento do
ténus vascular. Do ponto de vista clinico, seria de grande valia a identificacdo de
novas substancias que pudessem prevenir e/ou tratar a disfuncdo vascular
presentes nas doencas cardiovasculares. Os produtos naturais sdo uma tradicional
fonte de farmacos ja que representam uma grande diversidade quimica e o Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba, localizado no Norte Fluminense, é considerado
uma fonte de novos produtos bioativos devido a sua riqueza floristica. Entre as
espécies la encontradas, destaca-se a Vitex polygama (Lamiaceae). Os estudos
sobre as atividades farmacoldgicas desta espécie sdo escassos e os seus efeitos
sobre o sistema cardiovascular ainda ndo foram investigados. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi investigar os efeitos do extrato bruto hidroalcodlico de folhas de
Vitex polygama (EVP) no musculo liso vascular e identificar as fragées responsaveis
pela atividade do extrato bruto. O efeito vasodilatador do extrato e de suas fracdes
foi avaliado através do registro de tensao isométrica de artéria aorta isolada de ratos
Wistar machos. A contragdo do musculo liso vascular foi induzida com 10 yM de
fenilefrina e em seguida concentragbes crescentes do extrato ou fragbes foram
testadas (0,1-300 pg/ml). Foram utilizados anéis adrticos com e sem endotélio, o
qual foi considerado integro quando o relaxamento induzido pela acetilcolina (10
mM) foi superior a 80%. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela
CEUA-CCS/UFRJ (MACAEO1). O EVP provocou relaxamento de forma dependente
da concentragdo em aortas com endotélio. O efeito vasodilatador do extrato foi
parcialmente inibido em aortas sem endotélio, indicando que a acado do extrato
parece envolver a liberagao de fatores endoteliais e um efeito direto no musculo liso
vascular em altas concentragdes. A fragcdo em acetato de etila e a fragcéo
diclorometanica também produziram relaxamento vascular de aortas com endotélio
com poténcia maxima de 88 + 5,8 e 59,4 * 3,3% (P<0,05) respectivamente. Portanto
estas fracbes parecem ser responsaveis pelo efeito do EVP.

Palavras-chave: aorta; vasodilatacédo; disfungao vascular; produtos naturais;

Lamiaceae; Restinga de Jurubatiba.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Doengas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCV) sédo causadas por disturbios do coragéo
e dos vasos sanguineos, e incluem doenga cardiaca coronariana, doenga
cerebrovascular, doenca arterial periférica, doenca cardiaca reumatica, doenca
cardiaca congénita e insuficiéncia cardiaca (WHO, 2013).

As DCV constituem um grave problema de saude publica, uma vez que séo a
principal causa de morte no mundo, representando cerca de 17,1 milhdes de &bitos
por ano. Estima-se que em 2030, 23,6 milhbes de pessoas devam morrer em
decorréncia dessas enfermidades (WHO, 2013).

Os principais fatores de risco para as DCV incluem hipertensao arterial
sistémica (HAS), hipercolesterolemia, hiperglicemia, sobrepeso e obesidade,
histérico familiar, além de habitos como fumo, baixa ingestdo de frutas e verduras e
sedentarismo (WORLD, 2013). A HAS €& uma doenga crénica de etiologia
multifatorial e constitui o maior e mais prevalente fator de risco para o
desenvolvimento de DCV. Aproximadamente 9,4 milhbées de mortes por ano, ou
16,5% de todas as mortes, podem ser atribuidas a HAS (LIM et al., 2012).

As DCV sao caracterizadas pela presenca de alteracbes vasculares
morfolégicas e/ou funcionais como disfuncdo endotelial, aumento do ténus e da
permeabilidade vascular, maior expressao de moléculas de adesao e proliferagao de
células musculares lisas (CARVALHO et al.,, 2001; DAVEL et al., 2011). Estas
alteragdes vasculares também estdo presentes em fatores de risco para o
desenvolvimento das DCV, como HAS, obesidade e diabetes e, portanto,
representam um alvo terapéutico de interesse tanto para a prevengédo como para o

tratamento das DCV.



1.2 Regulagao do ténus vascular: aspectos fisiolégicos e

alteragodes patolégicas

A regulacdo do tdnus do musculo liso vascular baseia-se em forgas sinérgicas
e antaglnicas que regulam a concentracéo intracelular de calcio ([Ca2+]i) e/ou a
sensibilidade do meio intracelular ao Ca®'. As forcas sinérgicas atuam de forma a
elevar a [Ca®']; elou sensibilizar o meio intracelular ao Ca®', promovendo a
fosforilagdo da cadeia leve de miosina (MLC) pela cinase da cadeia leve da miosina,
permitindo a interagdo com os filamentos de actina, produzindo assim efeitos
vasoconstritores. As forcas antagdnicas reduzem a [Ca®']; e/ou dessensibilizam o
meio intracelular ao Ca**, levando a defosforilagdo da MLC pela fosfatase da cadeia
leve de miosina, produzindo efeitos vasodilatadores (LUCAS et al., 2000; PONTES,
2010). Essas forgcas sdo moduladas pela agdo de agentes vasodilatadores e
vasoconstritores que podem atuar diretamente no musculo liso vascular ou
indiretamente através da liberagao de fatores endoteliais.

A contracdo do musculo liso vascular pode ocorrer devido a despolarizagao
da membrana ou a ativagcédo de receptores de membrana por agonistas (ORALLO,
1996; RANG & DALE, 2007). A geracdo de um potencial de membrana
despolarizante promove o influxo de Ca®* do meio extracelular através dos canais de
calcio dependentes de voltagem (VOC), sendo os canais de Ca?* do tipo L a via

mais importante de influxo de Ca?*. Entretanto, a [Ca®];

também pode ser elevada
devido a liberagado desse ion do reticulo sarcoplasmatico (RS), que atua como um
reservatorio intracelular de Ca®* (BOLTON et al., 1999; PONTES, 2010). Diversos
receptores presentes na membrana plasmatica quando ativados por agonistas,
como endotelina-1, angiotensina Il e noradrenalina, levam ao aumento da [Ca®'], e
vasoconstricdo. Por exemplo, a ativagcao dos receptores as-adrenérgicos, acoplados
a proteina G4, por agonistas como a fenilefrina (Phe), promove a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) com consequente hidrélise do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2),
gerando inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 pode se ligar a receptores
presentes no RS e assim provocar a liberagdo do Ca®* armazenado e o DAG ativa a
proteina cinase C (PKC), que é capaz de fosforilar varias proteinas citoplasmaticas e
de membrana, como os canais de Ca®" tipo L, levando ao aumento da [Ca®']
(COELHO et al., 2002).



Varias vias de sinalizagdo estdo envolvidas no relaxamento vascular e o
endotélio vascular tem papel crucial nesta funcdo. O endotélio consiste em uma
monocamada de células que cobre a membrana basal de todos os vasos
sanguineos. Constitui um 6rgdo enddcrino bastante importante, de vasta distribuicao
e de localizagdo estratégica, que favorece o desempenho de diversas fungdes
relacionadas a homeostase vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980;
RATTMANN, 2009; PONTES, 2010). Ele exerce papel fundamental na regulagédo do
tbnus vascular, atuando ndo somente como barreira passiva entre o plasma e o
liquido extravascular, mas também na protecao contra o desenvolvimento de lesbes
vasculares. Também atua no controle do trafego de pequenas e grandes moléculas,
na inibicdo da agregacao plaquetaria, na proliferacdo das células musculares lisas,
além de manter a estrutura da parede vascular (RANG & DALE, 2007; MASI e
SILVA, 2009).

A importancia do endotélio no controle do ténus vascular foi demonstrada
pelos pesquisadores Furchgott e Zawasdski em 1980, que relataram a dependéncia
do endotélio integro para a vasodilatagao induzida pela acetilcolina (ACh). O efeito
vasodilatador mediado pelo endotélio vascular € decorrente da liberacdo de varios
vasodilatadores, denominados fatores de relaxamento derivados do endotélio
(EDRF), que incluem prostaciclina (PGly), éxido nitrico (NO) e fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (HIGASHI et al, 2009). Esses fatores sao secretados
mediante a ativacdo de receptores endoteliais especificos por diversos agonistas,
como acetilcolina, histamina e insulina. Além dos estimulos quimicos, o estresse de
cisalhamento ou shear stress também €& um importante estimulo fisico capaz de
gerar a sintese e a liberacdo de mediadores vasorelaxantes (MATLUNG, 2009).
Entre os fatores contrateis liberados pelo endotélio, os principais sdo prostaglandina
H, tromboxano Az, angiotensina Il, endotelina-1 e espécies reativas de oxigénio
(ROS) (CARVALHO et al., 2001).

O NO, considerado o mais importante fator vasodilatador endotelial, € um
radical livre gasoso e inorganico que exerce fungdes importantes no controle da
homeostase vascular (ZAGO e ZANESCO, 2006). Além de ser um potente
vasodilatador, inibe a proliferacdo das células musculares lisas, a ativagao,
agregacao e adesdo de plaquetas no endotélio, a adesdo de leucdcitos e a

expressdo de moléculas de adesdao, bem como a sintese de proteinas da matriz
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extracelular, aumenta a sensibilidade a insulina e protege a parede do vaso do

desenvolvimento de aterosclerose e trombose (VIARO e EVORA, 2000; PONTES,
2010) (Figura 1).
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Figura 1: Multiplos efeitos vasculares do NO produzido nas células endoteliais.
(Retirado de RATTMANN, 2009).

Uma vez liberado, o NO se difunde rapidamente das células endoteliais para
a musculatura lisa, onde ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs) pela interagdo com o
ferro do grupamento heme desta enzima, com consequente aumento na produgao
de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (Figura 2). Este, por sua vez, estimula
a cinase dependente de GMPc (PKG) que promove o relaxamento da musculatura
lisa vascular por diversos mecanismos que levam & reducdo da [Ca®'] e a
dessensibilizacdo do aparelho contratii ao Ca?* (Figura 3). Os mecanismos
envolvidos na agdo do GMPc envolvem:(1) inibicdo do influxo de Ca?* através dos
canais de Ca*" do tipo L, (2) aumento do efluxo de Ca?* através da abertura dos
canais de K* dependentes de Ca** (2a), da ativagdo do trocador Na*/Ca* (2b), da
ativacdo da Na'/K* ATPase (2c), e da bomba Ca?**-Mg?* ATPase (2d), (3) aumento
do sequestro de Ca** através da ativagdo da bomba Ca?*-Mg?* ATPase do RS, (4) e
diminuigdo da liberagdo dos estoques intracelulares de Ca** (Figura 3) .
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Vasodilatadores de
Acdo no Endotélio

Vasodilatadores de
Acdo no Musculo Liso

Célula Endotelial ' 1

Musculo Liso Vascular

Dilatagio

Figura 2: Mecanismo da vasodilagao causada pelo NO, Prostaciclina e EDHF.
(Adaptado de MAGUIRE E DAVENPORT, 2005).
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Figura 3: Relaxamento do musculo liso vascular mediado pelo GMPc.
(Adaptado de Lucas et al., 2000).



A PGl constitui o mais abundante produto do acido araquidénico produzido
pelo tecido vascular. Sua contribuicdo para a vasodilatacdo dependente de endotélio
€ menor, quando comparado ao NO, devido a sua acao depender da presenca de
receptores especificos na membrana das células musculares lisas vasculares
(CARVALHO et al.,, 2001). A vasodilatagdo causada pela PGIl, é decorrente da
estimulacdo de receptores IP, acoplados a proteina Gs, que leva a ativagdo da
adenilato ciclase, aumento dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) e a ativagado da proteina cinase dependente de AMPc (PKA),
reduzindo assim a sensibilidade ao Ca?*. Outro mecanismo da acdo vasodilatadora
da PGI; envolve a abertura dos canais de K. O aumento da saida de K" do meio
intracelular para o meio extracelular por difusdo passiva leva a hiperpolarizacédo da
membrana celular. Este estado de hiperpolarizacdo promove o fechamento de
canais de Ca* tipo L e, consequentemente, a diminuicdo da entrada de fons Ca**
para o interior da célula, causando relaxamento vascular (VANE et al, 1998;
CARVALHO et al., 2001; RATTMANN, 2009) (Figura 2).

Além do NO e da PGl,, o EDHF também promove relaxamento da
musculatura lisa vascular. Esse fator € capaz de produzir hiperpolarizagdo do
musculo liso vascular mesmo na presencga de inibidores da sintese de NO, como
inibidores da NOS (L-NAME [L-N®-Nitroarginina metil éster] e analogos da L-arginina
L-NMMA [N®- monometil-L-arginina]), ou de inibidores da sintese de PGl,
(indometacina), sendo o relaxamento dependente do endotélio e sem nenhum
aumento nos niveis de nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc) (CARVALHO et al.,
2001; RATTMANN, 2009). A vasodilatacdo causada pelo EDHF é decorrente da
abertura de canais de K*, com consequente hiperpolarizagdo da membrana (SOBEY,
2001) (Figura 2).

Além dos vasodilatadores dependentes do endotélio, existem substancias que
atuam diretamente no musculo liso vascular, como os blogueadores de canais de
Ca®" do tipo L e os agonistas de canais de K, como nifedipino e minoxidil,
respectivamente. Os bloqueadores de canais de Ca?" do tipo L ligam-se a
subunidade a; do canal, impedindo sua abertura e, consequentemente, reduzindo a
entrada de Ca®" e a excitabilidade e contratilidade celular (RANG & DALE, 2007). A

abertura de canais de K* presentes na membrana das células musculares vasculares
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leva ao aumento da saida de K™ do meio intracelular para o meio extracelular, o que
causa hiperpolarizagcdo da membrana celular e relaxamento vascular, como descrito
anteriormente (FARACI et al.,1997).

Em condigbes normais, o tonus vascular € resultado do equilibrio entre as
forcas vasoconstritoras e as vasodilatadoras, com participacdo crucial dos fatores
derivados do endotélio. No entanto, em diversas condigbes patoldgicas, como HAS,
hipercolesterolemia, aterosclerose, insuficiéncia cardiaca e nas doencas isquémicas,
este equilibrio esta alterado, com atenuacao da funcao vasodilatadora do endotélio
devido a reducédo da sintese e liberacdo do NO, da PGIl, e do EDHF, levando a
vasoconstricdo excessiva e mudancas estruturais na parede do vaso (WORLD,
2013).

O desequilibrio na liberacao/acdo dos fatores endoteliais vasoconstritores e
vasodilatadores resulta em uma situagado patolégica conhecida como disfungéo
endotelial (CARVALHO et al., 2001) (Figura 4). Tal desequilibrio esta intimamente
associado a alteragdes na sintese, biodisponibilidade e/ou acdo de fatores
endoteliais, principalmente o NO, resultando na reducdo da vasodilatacao
dependente do endotélio e/ou no aumento da resposta aos vasoconstritores.

Um dos mecanismos propostos de reducdo da biodisponibilidade do NO é o
estresse oxidativo. Este ocorre quando os processos pro-oxidantes excedem a
capacidade dos mecanismos antioxidantes em manter um equilibrio adequado,
levando ao aumento da produgao de ROS. Essas ROS reagem com NO, formando
peroxinitrito, um oxidante forte e citotoxico, diminuindo assim biodisponibilidade do
NO. O estresse oxidativo também pode causar uma deficiéncia de L- arginina e
tetrahidrobiopterina (BH,4), essenciais para a atividade da eNOS. Essa reducéo na
disponibilidade de BH4 leva a um processo conhecido como desacoplamento da
eNOS, que resulta no aumento da formagao de peroxinitrito, que juntamente com os
anions superoxido, contribui para a disfungao endotelial (SHI e VANHOUTTE, 2009;
GILES, et al., 2012).

A disfungdo endotelial, portanto prejudica a fungdo vascular nas DCV e
contribui para o desencadeamento e o agravamento das mesmas (DAVEL et al.,
2011). Deste modo, a identificacdo de novas substancias que modulam o ténus
vascular e previnam e/ou corrijam a disfungcao vascular sao de grande interesse para

ampliar o arsenal terapéutico para o tratamento das DCV.
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Disfuncdo Endotelial

Células
endoteliais

NO EDHF P6I- PGHE ET-1 TXAE Og_

Células Contracdo
Musculares

lisas

: 1

Desenvolvimento de doengas
cardiovasculares

Figura 4: A disfungdo endotelial. Abreviagdes: NO — 6xido nitrico; PGl, —
prostaciclina; EDHF — fator hiperpolarizante derivado do endotélio; PGH2 -
prostaglandina Hy; ET-1 — endotelina -1; TXA, — tromboxano A, e O? - anion
superoxido. Flechas pontilhadas = diminuicdo da secrecdo; flechas espessas =
aumento da secrecgao. (Retirado de RATTMANN, 2009).

1.3 Produtos naturais como fonte de novos farmacos

Os produtos naturais tém um papel importante na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que grande parte daqueles em uso
clinico é de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese planejada a partir de
produtos naturais. Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sao as
principais fontes de substancias biologicamente ativas (BARREIRO e BOLZANI,
2009).

Atualmente, embora existam inumeras estratégias e metodologias disponiveis
para sintese e descoberta de novos farmacos, a quimica de produtos naturais ainda
representa uma alternativa de sucesso (BARREIRO e BOLZANI, 2009). Segundo
revisao realizada por Newman e Cragg (2012), de 1981 a 2010, 1130 farmacos

foram obtidos a partir de produtos naturais e derivados.
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Entre os medicamentos utilizados com sucesso na clinica no tratamento de
doencas no sistema cardiovascular que foram obtidos de produtos naturais podemos
destacar, o captopril (descoberto a partir de serpentes), o acido acetilsalicilico (Salix
alba), a digoxina (Digitalis purpurea) e a reserpina (Rauwolfia serpentina),
ressaltando a importancia dos produtos naturais tanto na descoberta de novos
farmacos como na compreensao de mecanismos fisiopatoléogicos (MASHOUR et al.,
1998; BUTLER, 2004; JUNIOR et al., 2006).

As plantas e seus derivados, desde o inicio da civilizagdo humana, sao
utilizados no tratamento de diversas doencgas e, portanto, sdo consideradas um dos
pilares da farmacoterapia (MASHOUR et al., 1998). De acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacédo de paises em
desenvolvimento utilizam a medicinal tradicional como recurso primario no
atendimento da saude (DUBEY, et al.,2004).

O reino vegetal, sendo detentor da maior parcela da diversidade quimica
conhecida, desempenha um papel muito importante na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos. Entretanto, a variedade e complexidade dessas
moléculas impossibilita que grande parte delas sejam sintetizadas. (JUNIOR et al.,
2006).

As plantas produzem diversas substancias organicas, que em sua grande
maioria nao participam de forma direta no crescimento e desenvolvimento das
mesmas. Estas substancias sdo tradicionalmente referidas como metabolitos
secundarios (MS), sendo também conhecidos por metabdlitos especiais. Durante
muitos anos o significado adaptativo desses compostos permaneceu desconhecido,
acreditando-se que essas substancias eram produtos finais do metabolismo que n&o
exerciam qualquer fungao bioldgica. No final do século XIX, essas substancias
comecaram a ser estudadas, tendo como principais interesses sua importancia
como farmacos, venenos, fragrancias e materiais industriais (TAIZ E ZEIGER, 2002).
Posteriormente, a essas substancias foram associados inumeras funcdes biolégicas
gue implicam na sobrevivéncia das plantas no ecossistema, s&o elas: resisténcia a
pestes e doengas, a atragdo de polinizadores e animais dispersores de sementes,
interacdo com micro-organismos simbiontes, entre outras. A concentracdo dessas
substancias varia de planta para planta e a capacidade de sintese € selecionada ao

longo dos processos evolutivos e depende das necessidades especificas de cada
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planta (TAIZ E ZEIGER, 2002; MENDES, 2007). Ao contrario dos MS, os metabdlitos
primarios sao encontrados em todas as plantas e desempenham funcgdes
metabdlicas essenciais.

Dentre os MS podemos destacar os compostos fendlicos (CF), que devido as
suas propriedades bioldgicas sdo continuamente associados a redugao do risco de
DCV, cancer e outras doencas crbnicas. Esses compostos caracterizam-se pela
presenga de um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos um radical hidroxila
e/ou outros substitutos, podendo ser divididos de acordo com o numero de anéis
fendlicos e com as estruturas as quais estdo ligados. Os CF representam uma
grande variedade de substancias, sendo os flavonoides, os acidos fendlicos e as
lignanas, os CF mais abundantes nas frutas, vegetais e alimentos derivados dos
mesmos (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Estudos epidemioldgicos sugerem a existéncia de uma correlagdo inversa
entre o consumo de alimentos ricos em polifendis e a incidéncia de DCV, uma vez
que estes produzem efeitos benéficos como a melhora da fungao endotelial, redugao
da presséao arterial e diminuigdo da agregacao plaquetaria (STOCLET et al., 2004;
RATTMANN, 2009). Os mecanismos destes efeitos protetores ainda ndo foram
totalmente elucidados, mas podem estar relacionados a agao antioxidante e/ou a
acao direta dessas substancias no endotélio vascular.

Os flavonoides desempenham um papel importante na protecao contra danos
oxidativos e tém efeitos terapéuticos sobre um grande niumero de doengas, incluindo
cardiopatias isquémicas, aterosclerose e cancer (FLOREZ et al., 2002). J& foram
descritos na literatura varios flavonoides com atividade vasodilatadora, como a

quercetina, o kaempferol, a diocleina (Figura 5).
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Figura 5: Polifenéis com atividade vasodilatadora.

O kaempferol e a quercetina estdo presentes em vegetais, frutas e sucos,
sendo a quercetina um flavonoide que apresenta inumeras atividades bioldgicas,
dentre elas atividade antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria, imunolégica,
antiviral e cardiovascular. Em ratos, a quercetina melhora a fungao contratil do
ventriculo esquerdo, reduz o risco de morte por doencas das coronarias e diminui a
incidéncia de infarto do miocardio (BEHLING et al., 2004). Experimentos realizados
em aorta toracica isolada de ratos demonstram que o relaxamento causado pela
quercetina é dependente de endotélio e parece ser mediada pela via NO/GMPc
(FITZPATRICK, et al., 1993;). Entretanto outros experimentos demostram que esse
efeito é independente de endotélio (DUARTE et al., 1993. PEREZ-VIZCAINO, et al.,
2002).

A diocleina é um flavonoide extraido da Dioclea grandiflora, utilizada na
medicina popular para o tratamento de calculos renais e desordens da prostata
(MOURA 2006). Os efeitos descritos na literatura deste flavonoide estéo
relacionados a sua capacidade vasodilatadora em aorta de ratos, onde o principal
mecanismo envolvido na acado vasodilatadora é a produgdo de NO, com
consequente aumento de GMPc (LEMOS et al.,1999).

Entre os ndo flavonoides com atividade vasodilatadora, destaca-se o estilbeno

resveratrol (Res) (Figura 5). Inicialmente foi reportada a utilizagao do Res na terapia
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do cancer e atualmente tém sido relatadas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, além de efeitos benéficos contra as doencgas cardiovasculares e
cerebrovasculares (CARRIZO et al., 2013). Os estudos do mecanismo da acao
vasodilatadora do Res mostraram que o relaxamento é parcialmente dependente do
endotélio e que envolve a abertura de canais de K* e a reducdo do influxo de Ca®*
do meio extracelular e a inibicdo da liberacdo dos estoques intracelulares. Em baixas
concentracfes o Res atua de forma dependente do endotélio, através da liberacéo
de NO, e em altas concentracbes de forma independente do endotélio (SHEN,
2013). Outros estudos indicam que o Res além de melhorar a expressao da NOS, é
capaz de inibir a sintese de endotelina-1, o mais potente vasoconstritor derivado do
endotélio (MEZARI, 2013).

1.4 Biodiversidade Brasileira: Potencial da Restinga de Jurubatiba

O Brasil é reconhecido em todo mundo por possuir a maior biodiversidade do
planeta, cerca de 20%, segundo estimativas da Convencéo da Diversidade Biologica
(CDB), além de abrigar o maior numero de espécies endémicas (BARREIRO E
BOLZANI, 2009). Portanto, a biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte de
substancias biologicamente ativas, sendo de fundamental importancia sua
preservacao e a ampliacdo do conhecimento cientifico das suas espécies.

Dentre os varios biomas presentes no Brasil, as restingas séo particularmente
interessantes por abrigarem um mosaico de ecossistemas terrestres, semiaquaticos
e aquaticos e comunidades vegetais distintas quanto a fisionomia e composi¢cao
floristica (ESTEVES, 2011). O bioma de restinga possui uma vegetacdo
caracteristica, que constitui um tipo de formacéo vegetal que compreende florestas,
“moitas de vegetagao”, campos, entre outras, que crescem sobre planicies arenosas
costeiras. Essa vegetacao € decorrente da combinacéo de fatores fisicos e quimicos
destas regifes (salinidade, elevada temperatura, alta exposicdo a luminosidade,
etc), o que contribui para elevada biodiversidade encontrada nelas (ESTEVES,
2011).

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PARNA da Restinga de

Jurubatiba), criado em 1998 (Figura 6), protege uma grande area de restinga
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localizada no Norte do Estado do Rio de Janeiro e abrange parte dos municipios de
Macaé, Quissama e Carapebus, com area total de 148,6 km? (LACERDA e
ESTEVES, 2000; SANTOS et al, 2004; ESTEVES, 2011). E a maior area de
restinga incluida em uma Unidade de Conservagao no Estado, além de abrigar umas
das 12 areas do Programa Brasileiro de Pesquisas Ecoldgicas de Longa Duragao
(IMBASSAHY et al., 2009). A flora do PARNA da Restinga de Jurubatiba € composta
por 588 taxons de angiospermas, 31 de pteriddfitas,147 de algas continentais
(COSTA E DIAS, 2001), e 55 espécies de bridfitas (COSTA, YANO 1998; COSTA, et
al., 2006).

Figura 6: Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba. (Retirado de Macaé em
Pauta, 2012).

A triagem de extratos de varias espécies vegetais presentes no PARNA da
Restinga de Jurubatiba, realizado no Laboratério Integrado de Pesquisa do Campus
UFRJ-Macaé, indicou que o extrato hidroalcodlico de folhas da espécie Vitex
polygama Cham. (Familia Lamiaceae, género Vitex) apresenta potencial atividade no
sistema cardiovascular (FERREIRA, 2013). Portanto, esta espécie foi selecionada
para o desenvolvimento deste trabalho, o qual visou investigar a atividade
farmacolégica do extrato hidroalcodlico bruto e de suas fragdes no musculo liso

vascular.
13



1.4.1 Aespécie Vitex polygama

Anteriormente conhecida como Labiatae, a familia Lamiaceae é de ampla
distribuicdo, suas espécies sdo cosmopolitas, mas sdo mais frequentes nas regides
mediterraneas, no Médio Oriente e nas montanhas tropicais (JUDD, et al., 2009).
Esta familia é composta por aproximadamente 7500 espécies e 300 géneros. Sé no
Brasil existem 26 géneros com cerca de 350 espécies, uma biodiversidade
consideravel (CEAP, 2013).

E constituida por espécies herbaceas, as vezes aromaticas, arbustos semi-
lenhosos, sendo raramente arvores, abrangendo na nova classificacdo, alguns
géneros da familia Verbenaceae. Apresentam folhas do tipo simples, que podem
estar dispostas de maneira oposta ou verticalmente, inflorescéncia habitualmente
cimosa com flores normalmente vistosas, gracas ao Seu Vico e suas cores
chamativas. Apresentam calice pentamero, quase sempre persistente até a
frutificacdo; corola pentamera, gamopétala, frequentemente bilabiada. O limbo as
vezes esta inteiro, outras vezes pode se apresentar dentado ou partido, mas todos
tem pélos que sao responsaveis pela secrecdo dos aromas caracteristicos desta
familia. Os frutos sdo comumente secos (baga ou esquizocarpo) (CEAP, 2013).

A utilizacdo das plantas dessas familias € bem difundida e importante.
Existem algumas espécies aromaticas de interesse econémico que sao utilizadas
para a extracao dos Oleos essenciais. Uma vez extraidos, esses 0leos sdo utilizados
em cosmeéticos e como condimento, na confeccdo de perfumes (como no caso da
Alfazema, género Lavandula), na culinaria (como o orégano, tomilho, manjericao,
dos géneros Origanum, Thymus, Ocimum, respectivemente) ou ainda como chas
(como, por exemplo, o cha de horteld, do género Mentha) (JUDD, et al., 2009). Além
de todas as qualidades anteriormente citadas, as plantas que compdem esta familia
sdo amplamente utilizadas no paisagismo natural, devido sua beleza exuberante,
como é o caso da Salvia splendens, que apresenta floracdo esfuziante de cor
vermelha. Os principais géneros que compfem esta familia s&do: Ajuga,
Clerodendron, Glechoma, Gmelina, Holmskioldia, Lamium, Lavandula,
Solenostemon, Stachys, Tetradenia, destacando-se o género Vitex (CEAP,2013).

O género Vitex compreende cerca de 300 espécies de pequenas arvores ou

arbustos, que ocorrem principalmente nas regides tropicais e sub-tropicais, com uma
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proporcao substancial no Sudeste da Asia, sendo poucas espécies encontradas nas
zonas temperadas (CHONG E LIM, 2011).

As espécies de Vitex tém sido estudadas com relagcdo a sua composicao
quimica, que ¢é caracterizada pela presenca de flavonas C-glicosiladas,
ecdisterdides, diterpenos, iridoides, 6leos essenciais, bem como em relacdo as suas
atividades bioldgicas (LEITAO e SANTOS, 1999; LEITAO et al., 2011). Dentre as
atividades descritas na literatura desse género estdo: atividade anti-inflamatoria,
anti-androgénica, cicatrizante, bem como a inibicdo da proliferacdo de linfocitos e
efeito relaxante do masculo liso bronquico (LEITAO et al., 2011).

Muitas espécies sdo usadas na medicina popular, como a V. cienkowskii,
reportada por sua ampla utilizacdo, incluindo o tratamento de DCV. Estudos
farmacologicos preliminares realizados com esta planta demonstraram atividade
vasorelaxante em anéis de aorta de ratos mediada por triterpenos e ceramidas, que
atuam via NO/GMPc (DONGMO et al., 2011). A V. mollis é utilizada como remédio
para alivio de disenteria, dor de estdmago, diarreia, bem como analgésico e anti-
inflamatdrio. A outras espécies de Vitex foram descritas diversas propriedades,
dentre elas antimalaria a V. gaumeri, antimicrobiana a V.agnus-castus e antifungica
a V.negundo, assim como V.glabrata, V. trifolia, V. leucoxylon, V. penduncularis, V.
pinnata possuem atividade inseticida (MEENA et al., 2010). A vitexicarpina, um
flavondide isolado da V. rotundifolia, apresentou efeito anti-inflamatorio em células
endoteliais vasculares e atividades antitumoral e analgésica (LEE et al., 2012).

Popularmente chamada de "Maria-Preta, Tarumad e Velame-do-Campo”, a
Vitex polygama Cham (Figura 7) é uma espécie brasileira bem difundida e bem
conhecida, que ocorre como arvores ou arbustos, principalmente nos Estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. O cha de seus galhos e
frutas € usado na medicina popular como emenagogo e diurético, e o cha das folhas
€ utilizado no tratamento de infec¢Bes renais, na prevencdo de calculo renal e
inflamacéo (GALLO et al, 2006; GALLO et al, 2008).
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Figura 7: Flor de Taruma (Vitex polygama Cham). (Retirado de Arvores de Sao
Paulo, 2013).

Estudos mostram que o extrato metandlico das folhas de V. polygama contém
inlmeras substancias, tais como: sesquiterpenos, acidos graxos, 2-O-
cafeoilorientina, além de outras flavonas, como alguns derivados O- glicosilados,
flavondis, acidos fendlicos, monoterpenos, fitoesterois, cafeoil éster do acido quinico
e ecdisterbéides (GALLO et al., 2008). Da particdo butandlica do extrato
hidroalcodlico das folhas da V. polygama foram isoladas e identificadas substancias
como o schaftosideos e seus isdbmeros, que sdo conhecidos pela sua eficacia como
anti-inflamatoério e seu efeito preventivo contra calculo renal em ratos (GALLO et al.,
2008).

Na investigacao fitoquimica do extrato metandlico dos galhos de V. polygama
realizado por Gallo (2006) e seus colaboradores, foi isolada e caracterizada a 20-
hidroxiecdisona (20E), conhecida por ser capaz de exercer efeito estimulatorio na
sintese de proteinas e no aumento da atividade metabdlica, sendo, portanto,
extensivamente utilizado como agente anabdlico. Além disso, sdo atribuidos a 20E
inimeros efeitos farmacolégicos como antiarritmico, analgésico, antioxidante, anti-

inflamatério e antidiabético entre outros efeitos (GALLO et al., 2006).
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O extrato hidroalcodlico das folhas de V. polygama mostrou atividade antiviral
intracelular, enquanto o extrato dos frutos apresentou efeito virucida. A fragcdo em
acetato de etila inibiu a propagacédo do virus do herpes simples do tipo 1 resistente
ao aciclovir (GONCALVES et al., 2001). No entanto, ainda ndo h& descricdo na

literatura dos efeitos vasculares de extratos de V. polygama.
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2. JUSTIFICATIVA

As DCV constituem um grave problema de saude publica. Tais doencgas
caracterizam-se pela presenga de alteragdes vasculares morfologicas e/ou
funcionais como a disfungcao endotelial, sendo esta um evento que precede e
contribui para a manutengdo da fisiopatologia. Apesar das varias classes de
medicamentos disponiveis para o tratamento, as DCV ainda s&o a principal causa de
morte no mundo, necessitando assim de substancias que atuem de forma a prevenir
e retardar a evolugao dessas doencgas.

Para a pratica clinica seria de grande interesse a utilizagdo de farmacos que
pudessem prevenir e/ou tratar a disfuncdo vascular presente nas DCV. Portanto,
com base na importancia dos produtos naturais como fonte de substancias bioativas
e no potencial da biodiversidade brasileira, em especial da Restinga de Jurubatiba, a
espécie V. polygama foi selecionada para ser estudada quanto aos seus efeitos no
tbnus vascular. A escolha desta espécie foi baseada nos efeitos ja descritos para
outras espécies do género Vitex e nos resultados da triagem do efeito vasodilatador
de extratos de espécies vegetais presentes no PARNA da Restinga de Jurubatiba

realizado no Laboratério Integrado de Pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos vasculares de produtos das folhas da V. polygama.

3.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o efeito vasodilatador do extrato hidroalcodlico das folhas de V.

polygama;

v Determinar a importancia do endotélio para o efeito do extrato
hidroalcoolico de folhas de V. polygama;

v Avaliar os efeitos das fracdes do extrato hidroalcodlico de folhas de V.

polygama, a fim de determinar as classes de substancias responsaveis pelo efeito

vascular do extrato bruto.
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4. MATERIAIS E METODOS:

Os experimentos foram realizados no Laboratorio Integrado de Pesquisa, Pdlo
Universitario. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica com Animais de Experimentacdo do Centro de Ciéncias da Saude
(CEUA/CCS) da UFRJ, sob protocolo MACAEO1. Os animais foram mantidos em
sala com temperatura e umidade controladas, em um ciclo de 12h/12h claro/escuro

e agua e ragao foram disponibilizadas sem restri¢ao.

4.1 Obtengao do Material Vegetal

Folhas da espécie Vitex polygama Cham foram coletadas em janeiro de 2011,
no PARNA Jurubatiba, mediante autorizacdo de coleta SISBIO 39673-2. A
identificagdo boténica foi realizada pela Prof? Dr? Tatiana Ungaretti Paleo Konno e
uma exsicata (RFA38750) foi depositada no Herbario do Centro de Ciéncias da
Saude da UFRJ. Apds a selegcao do material, este foi pesado e submetido a
secagem em estufa a 40°C com circulagao de ar, para retirada da agua e, com isso,
impedir reagdes de hidrdlise e/ou crescimento microbiano. A secagem das folhas
ocorreu até ser obtido peso constante. O material vegetal foi reduzido
mecanicamente a pequenos fragmentos, aumentando assim a area de contato para

0 processo de extracao.
4.2 Obtencao do Extrato Hidroalcodlico Bruto e Fragoes

Todos os extratos e fracBes utilizados foram cedidos pelo Laboratério de
Produtos Naturais (LaProN) Campus Macaé- UFRJ.

O extrato bruto foi preparado através de processo de maceracdo. Foram
pesados 701 g de folhas secas e os solventes foram utilizados na proporcao de 80%
de etanol e 20% de agua, com volume total de 3,5 L, obtendo-se um extrato a 20%
(p/V). ApGs o término da extracdo, o material foi filtrado e rotaevaporado, obtendo-se
0 extrato bruto hidroalcodlico (EVP). As fracdes foram obtidas através de particdo
liquido-liquido, na qual foram utilizados 82,84 g do EVP ressuspendidos em 400 ml

de metanol:dgua (MeOH:H,0). Foram utilizados solventes com polaridade
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crescente: Hexano PA (Hex), Diclorometano PA (DCM), Acetato de Etila PA (AcOEt)

e Butanol PA (BuOH), como mostrado no Esquema 1.

82,84g Extrato Bruto V. polygama + 400ml MeOH/H,0O

Solvente: Hexano

Fr. Hex Fr. Hidroalcodlica

3. Solvente: Diclorometano

1. MeOH foi evaporado em banho maria
2. Adig3o de H,0, para volume de 250 ml

Fr. Aquosa Fr. DCM

Solvente: Acetato de Etila

Fr. AcOEt Fr. AqQuosa

Solvente: Butanol

Fr. AQuosares Fr. BuOH

Esquema 1: Fluxograma do fracionamento liquido-liquido do extrato
hidroalcoédlico bruto das folhas de Vitex polygama. Abreviagdes: V. polygama -
Vitex polygama; Fr.Hex- Fracdo hexanica; Fr. DCM- Fracédo diclorometéanica; Fr.
AcOEt- Fragao acetato de etila; Fr. Aquosa,.s- Fracdo aquosa residual e Fr. BuOH-
Fracao butandlica.

4.3 Preparo dos anéis de aorta para registro de tensao isométrica

Ratos Wistar machos (200-280g) foram eutanasiados por deslocamento
cervical sob anestesia geral. A artéria aorta foi retirada e transferida para uma cuba
contendo solucédo de Krebs-Henseilet para retirada do tecido conjuntivo adjacente. A
artéria aorta foi dividida em cilindros de aproximadamente 4 mm de comprimento,
que foram posicionados em cubas verticais preenchidas com 10 ml de solugcéao de
Krebs-Henseilet (em mM: NaCl 118; KCI 4,7; KH,PO4 1,2; MgSO4 1,2; CaCl, 2,5
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NaHCO3 25; CeH1206 11), continuamente oxigenada com mistura carbogénica (95%
O, / 5% COy), a 37°C. Uma das extremidades do tecido foi conectada a um
transdutor de tensao isométrica (MLT0201; ADInstruments) para o registro de tensao
isométrica. Os sinais gerados foram digitalizados (Power Lab 4/30; ADInstruments) e
armazenados em computador para posterior analise através do programa LabChart
Pro (ADInstruments) (Figura 8). Em seguida, a preparacéo foi estabilizada durante
90 minutos, sendo a solucdo da cuba trocada nos tempos de 20, 40 e 60 minutos
(RAIMUNDO et al., 2006).

Transdutor de tensdo
isométrica

280g)

Power

* Solugdo de Krebs-Henseilet + mistura carbogénica (95%0,/5%C0,) Lab Chat
= Transdutor de tensdo isométrica (MLT0201; ADInstruments)

——

Figura 8: Procedimento para o teste de vasodilagdo em anéis de aorta de ratos
Wistar machos.

Apobs o periodo de equilibrio foi verificada a integridade do endotélio vascular.
Para tanto, a contratura do musculo liso foi induzida com 10uM de Phe e, apos
estabelecido o platé da contratura, foram adicionados 10uM de ACh. O endotélio foi
considerado integro quando o relaxamento induzido por ACh foi superior a 80%. A
remogao mecanica do endotélio foi realizada utilizando uma canula, sendo

confirmada pela auséncia de relaxamento (ou inferior 10%) frente a ACh (Figura 9).
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Figura 9: Registros representativos do teste para avaliar a integridade
endotelial. Em A, aorta com endotélio e em B, aorta sem endotélio.

4.4 Avaliagao dos efeitos vasculares de EVP e suas fragoes

Apos o teste do endotélio, a contratura do musculo liso vascular foi induzida
através da adicdo de 10 uM de Phe a solugao nutridora. Estabelecido o platé, foram
adicionadas concentragdes crescentes do extrato (0,1 - 300 pg/mL) ou das fragdes
(0,1- 300 pg/mL).

EVP e suas fragbes foram solubilizados em DMSO, em solugdes estoque de
100 ug/mL, 10 mg/mL e 100 mg/mL. A concentragdo maxima de DMSO utilizada nos
experimentos foi de 0,65 %, a qual ndo provoca nenhuma alteragéo da contratilidade

da aorta (dados ndao mostrados).
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45 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + E.P.M.. Nos
experimentos de tenséo isométrica de aorta, os resultados foram expressos como
média + E.P.M. do percentual de relaxamento da contratura induzida pela fenilefrina,
onde a contratura maxima de fenilefrina (100%) € igual a 0% de relaxamento, sendo
este considerado o controle. As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa Prism 5.0 (GraphPad Software, USA). Para multiplas comparagdes foi
utilizado o teste analise de variancia (One-way - ANOVA) seguido do pos teste
Dunnett ou Newman-Keuls. As diferengas entre os grupos foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagcao do efeito vasodilatador do EVP

Para a avaliagdo do efeito vasodilatador do EVP, foram utilizados anéis de
aorta com endotélio, preparados para registro de tensdo isométrica. A contratura do
musculo liso vascular foi induzida com a adicado de 10 yM de Phe a solugdo contida
na cuba. Estabelecido o platd, foram adicionadas concentragdes crescentes do
extrato (0,1-300 ug/mL), sendo observado relaxamento a partir da concentracéo de
30 pg/mL (Figura 10). Nas concentracbes de 100 e 300 pg/mL, foi obtido
relaxamento de 87,3 £ 9,3 e 99,5 £ 0,4 %, respectivamente (P<0,05; Figura 11). A
concentracdo necessaria para reduzir a contratura induzida por fenilefrina em 50%
(Clsp) foi de 52,83 + 11,21 pg/mL.

[ T ——

J ' | )
Fenilefrina 0.1 0,3 1 s 10 s0 100 300
10uM \

’ | 2 min

EVP (ug/ml)

Figura 10: Registro representativo de um experimento de registro de tensao
isométrica de anel de aorta com endotélio pré-contraido com fenilefrina e
exposto as concentragoes crescentes de extrato bruto hidroalcodlico de folhas
de V. polygama (EVP).
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Figura 11: Efeito vasodilatador de EVP em anéis de aorta com endotélio. n=4, *
P<0.05 comparado com o controle.

5.1.1 Importancia do endotélio para o efeito vasodilatador do EVP

Para avaliar a participacdo dos fatores endoteliais na vasodilatacao induzida
pelo EVP, foram realizados experimentos em aortas sem endotélio. O efeito
vasodilatador do EVP foi parcialmente inibido em aortas sem endotélio, como
mostrado na figura 12. O relaxamento maximo observado na concentracdo de 300
pHg/mL foi reduzido de 99,5% + 0,4 para 38 £ 9,7 % (P<0,05; Figura 12). Esses
resultados sugerem que o relaxamento vascular produzido pelo EVP envolve a
liberacdo de fatores endoteliais e um efeito direto no musculo liso vascular em altas

concentracoes.

26
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Figura 12: Efeito vasodilatador do EVP em anéis de aorta com e sem endotélio.
Curva concentragao-resposta para EVP em anéis de aorta com endotélio (n= 4)
e sem endotélio (n= 6). *P<0.05, comparado ao controle e #P<0,05, comparado
a com endotélio.

Os principais fatores vasodilatadores liberados pelo endotélio sdo o NO e a
PGl,. O NO, produzido pela eNOS, se difunde para as células musculares lisas,
ativando a GCs, levando ao aumento de GMPc, induzindo assim o relaxamento do
musculo liso vascular. A ativacdo da eNOS pode ocorrer pela ativacao de diferentes
receptores endoteliais, como os receptores muscarinicos M3. Ja a PGl,, produzida
mediante a acado da ciclooxigenase, promove relaxamento através da ativagcéo do
receptor IP no musculo liso vascular e consequente aumentos dos niveis
intracelulares de AMPc. (CARVALHO et al, 2001; SOBEY, 2001; DUSSE et al., 2003;
ZAGO e ZANESCO, 2006). Os resultados obtidos em aortas sem endotélio indicam
que o EVP pode também atuar diretamente no musculo liso, o que poderia envolver
o bloqueio de canais de Ca?* tipo L e/ou a abertura de canais de K*, mecanismos
também importantes de relaxamento vascular. Os mecanismos envolvidos no efeito
vasodilatador do EVP ainda precisam ser determinados.

Muitos produtos naturais de origem vegetal apresentam efeito vasodilatador e
diversos sdo os mecanismos pelos quais eles exercem seus efeitos. A maior parte
dos produtos vegetais promove relaxamento dependente do endotélio vascular,

através da via NO/GMPc. Um numero significativo de produtos naturais também age
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através do bloqueio dos canais de Ca®" tipo L ou da inibicdo da liberacdo de Ca®'
dos estoques intracelulares (McNEILL e JURGENS, 2006).

5.2 Efeitos das fragcées do EVP no musculo liso vascular

Com o objetivo de identificar as classes de metabdlitos responsaveis pelo
efeito vasodilatador do EVP, as fracbes obtidas através da particao liquido-liquido do
extrato bruto foram testadas em aortas com endotélio pré-contraidas com 10uM de
Phe. A fragdo hexanica (Fr Hex) provocou uma leve contragdo do musculo liso

vascular, como mostrado na figura 13.

100~
80
60
40

20+

% Relaxamento

*

0.1 1 10 100 1000
Fr Hex (ng/ml)

Figura 13: Efeito da Fracao Hexanica do EVP em anéis de aorta com endotélio.
n= 5, *P<0.05, comparado ao controle.

Diferente da fracdo hexanica, a fragcao diclorometanica (Fr DCM) produziu
relaxamento de forma dependente da concentracdo e com Clsy de 141,9 + 23,5
pg/mL. O relaxamento maximo de 59,4 + 3,3 % (P<0,05) foi observado na
concentragao de 300 ug/mL (Figura 14). Ja a fragdo em acetato de etila (Fr AcOEt)
promoveu relaxamento maximo superior aquele observado para a fracao
diclorometéanica (88 + 5,8 %; P<0,05), com Clsp 125,2 £ 10,05 pg/mL (Figura 15).

28



100+

80+

60+

404

% Relaxamento
*

0.1 1 10 100 1000
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Figura 14: Efeito da Fragado Diclorometédnica do EVP em anéis de aorta com
endotélio. n= 4, *P<0.05, comparado ao controle.

100+
80+
60+

404

% Relaxamento

20+

0.1 1 10 100 1000
Fr AcOEt (ng/ml)

Figura 15: Efeito da Fragcao em Acetato de Etila do EVP em anéis de aorta com
endotélio. n= 3, *P<0.05, comparado ao controle.
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Da mesma forma como observado nos experimentos realizados com a fragao
hexénica, as fracdo butandlica (Fr BuOH) provocou uma leve contragdo, mas
significativa, dos anéis de aorta (Figuras 16), entretanto a fragdo aquosa residual (Fr

Aquosares) ndo exerceu efeito estatisticamente significativo (Figuras 17),

100+
80+
60+
40-

20+

% Relaxamento

(L

-20+4 ****

0.1 1 10 100 1000
Fr BuOH (pg/ml)

Figura 16: Efeito da Fragcao Butandlica do EVP em anéis de aorta com
endotélio. n= 5, *P<0.05, comparado ao controle.

100+
80+
60+

40-

0.1 1 10 100 1000
Fr Aquosa,.g (ng/ml)

% Relaxamento

Figura 17: Efeito da Fracao Aquosa residual do EVP em anéis de aorta com
endotélio. n=4, *P<0.05, comparado ao controle.
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A fim de comparar o efeito vasodilatador do extrato bruto e das fragbes mais
ativas, Fr DCM e Fr AcOEt, foi plotado o grafico apresentado na Figura 18. Pode-se
observar que a Fr AcOEt provocou relaxamento bastante semelhante ao do extrato
bruto, porém a curva da mesma estad mais deslocada para direita, 0 que mostra que
o extrato bruto € mais potente que esta fracdo, uma vez que este necessita de uma
concentragdo menor para produzir o mesmo efeito (Clso EVP= 54,25 + 10,51 ug/mL
e Clsp Fr AcOEt= 128,5 + 6,68 ug/mL; P<0,05). Ja a Fr DCM, produziu vasodilatagéo
inferior a causada pelo EVP e pela Fr AcOEt, mas com poténcia similar a da Fr
AcOEt. Esses resultados sugerem que essas fragdes, principalmente a Fr AcOEt,

concentram o(s) metabdlito(s) responsavel(eis) pelo efeito vasodilatador observado.

== [\/P
1209 - Fr DCM

*
100+ =@ Fr. AcOEt

80+

40+

% Relaxamento

20+

0.1 1 10 100 1000
ug/ml

Figura 18: Comparacao do efeito vasodilatador do EVP e suas fragcoes em
anéis de aorta com endotélio. *P<0,05, comparado ao controle; #P<0,05,
comparado ao EVP.

Os solventes utilizados na particao liquido-liquido do extrato bruto extraem
diversas substancias, e esta extracdo baseia-se na polaridade das mesmas. As
substancias preferencialmente extraidas pelo solvente diclorometano sado bases
livres de alcaloides, terpenos, antraquinonas livres, 6leos volateis, glicosidios
cardiotonicos e flavonoides do tipo aglicona. Ja o solvente acetato de etila, extrai

principalmente flavonoides e cumarinas simples (SIMOES et al., 2010).
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A analise quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia do EVP,
realizada no LaProN, mostrou dois picos majoritarios no cromatograma com
espectro UV caracteristico de flavonoides. A determinacdo do conteudo total de
flavonoides, calculado em termos de rutina, mostrou 1,158% p/p no EVP
(CARNEIRO et al., 2012). A analise por cromatografia em camada delgada mostrou
que a fracdo em acetato de etila apresenta flavonoides e outros compostos
fendlicos, e a fragdo diclorometanica possui terpenos. Essas classes de substancias
devem ser responsaveis pelo efeito vasodilatador do EVP, uma vez que varios
estudos mostram o efeito vasodilatador de compostos fendlicos e terpenos
(SANTOS et al., 2011). Além disso, estudos demonstram potencial agao
vasodilatadora dos flavonoides, que envolvem principalmente a liberagao de 6xido
nitrico e prostaglandinas a partir do endotélio, e um efeito protetor contra doencgas
cardiovasculares. (ZHAO et al., 1999; AJAY et al., 2003; XIA et al., 2005; ZAMORA-
ROS et al., 2013).

De forma semelhante aos resultados obtidos neste trabalho, o extrato
metandlico da casca do caule de V. cienkowskii apresentou intensa atividade
vasodilatadora em anéis de aorta isolados de rato, mediada pela via NO/GMPc. A
analise cromatografica das fragdes do extrato bruto levou ao isolamento e a
posterior identificacdo de triterpenos pentaciclicos e uma ceramida que sao, pelo
menos em parte, responsaveis pelo efeito vasodilator do extrato bruto (DONGMO et
al., 2011).

O mecanismo de acdo do EVP e de suas fracbes ainda precisa ser
determinado, assim como as substancias responsaveis pela atividade vasodilatadora
observada. E importante ressaltar que este é o primeiro estudo que descreve a acéo

de produtos bioativos isolados da espécie V. polygama no sistema cardiovascular.
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6. CONCLUSOES

v O relaxamento vascular causado pelo EVP € dependente da

concentracao e parcialmente dependente do endotélio;

v O mecanismo de acédo do EVP parece envolver a liberacdo de fatores

endoteliais e um efeito direto no musculo liso vascular em altas concentracoes;

v As fragbes DCM e AcOEt provocaram intenso relaxamento vascular e

parecem ser responsaveis pelo efeito vasodilatador do EVP;

v A espécie Vitex polygama pode ser considerada uma fonte promissora

de substancias com efeito vasodilatador.
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