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RESUMO

A Hancornia speciosa Gomes, espécie ocorrente no cerrado brasileiro e conhecida
popularmente como mangaba, € utilizada tradicionalmente no tratamento da
hipertensdo arterial (HA), dentre outras aplicacbes terapéuticas. Estudos
desmonstraram que o extrato de H. speciosa possui atividade inibidora da enzima
conversora de angiotensina, efeito vasodilatador dependente de éxido nitrico (NO),
atividade anti-oxidante e atividade hipotensora in vivo. O objetivo desse estudo foi
avaliar a atividade do extrato etandlico bruto das folhas de H. speciosa sobre os
parametros cardiovasculares de ratos Wistar machos com alteracbes pressoricas
induzidas pela angiotensinal (ANG I), angiotensina ll, noradrenalina (NA) e um
inibidor da sintese de oOxido nitrico (L-NAME), assim como de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). O extrato da H. speciosa (100 ou 200 mg/kg)
ou o veiculo foarm administrados por via oral (VO) a ratos Wistar e, em seguida,
estes foram cateterizados para registro da pressao arterial (PA) e administracdo de
diferentes doses de ANG I, ANG Il ou NA. A atividade do extrato foi comparada aos
farmacos captopril (50 mg/kg), losartana (30 mg/kg) e prazosin (0,1 mg/kg). No
segundo protocolo, os ratos cateterizados receberam o L-NAME (60 mg/kg, 1.V.) e,
apo6s 20 minutos, foi administrado o extrato (30 ou 100 mg/kg, 1.V.). Os SHR
conscientes, previamente cateterizados, foram tratados com o extrato (200 ou
400 mg/kg) por via oral e os sinais cardiovasculares obtidos antes e por 6 horas
ap0s o tratamento. Para todos os protocolos foram avaliados os parametros
cardiovasculares: PA sistolica (PAS) e diastélica (PAD), frequéncia cardiaca (FC) e
intervalos PR, QRS, QT e QTc do eletrocardiograma, cujo sinal foi obtido a partir de
agulhas inseridas no tecido subcutanio. Foi observado que o extrato da H. speciosa
(200 mg/kg) atenuou o aumento da PAS e PAD em 98% e 18,2 %,
respectivamente, apos a administracdo de 100 pmol de ANG I; além de atenuar o
prolongamento do intervalo QT em até 11,3 %. Apos a administragdo de 50 pmol de
ANG Il, o extrato atenuou o aumento da PAS e PAD em 8,6 % e 8,4 %,
respectivamente, além de reduzir o prolongamento do intervalo QT em 11,5 %. O
extrato (200 mg/kg) também atenuou o aumento da PAS e PAD em 11,1 % e 15,1 %
apos a administracdo de 1 nmol de NA, além de reduzir o prolongamento do
intervalo QT em 25,8%. Assim, foi demonstrado que o extrato da H. speciosa

amenizou as alteracdes pressoricas induzidas pela ANG I, ANG Il e NA, assim como



0os anti-hipertensivos captopril, losartana e prazosina, além do potencial efeito
cardioprotetor sobre o intervalo QT. A atividade hipotensora do extrato (100 mg/kg,
I.V.) foi observada nos ratos que receberam o L-NAME, com reducdo méxima da
PAS e PAD em 24,6% e 22,4%, respectivamente, e para os SHR conscientes que
receberam o extrato na dose de 400 mg/kg, com reducdo de 12,7% e 17,3% para
PAS e PAD, respectivamente. Dessa forma, os resultados obtidos séo evidéncias
gue sustentam a espécie estudada como promissora para o tratamento das doencas

cardiovasculares.



ABSTRACT

Hancornia speciosa Gomes is a specie found in brazilian cerrado, a savannah-like
vegetation, popularly known as “mangaba”, traditionally used to treat hypertension,
among other therapeutic application. Some studies have reported that H. speciosa
has inhibitory angiotensin-converting enzyme activity, nitric oxide (ON)
vasodilatation-dependent, anti-oxidant and in vivo hypotensive activity, among others
activities. The objective of this study was to evaluate the crude ethanolic leaves’
extract of H. speciosa activity on cardiovascular parameters in normotensive rats,
treated with angiotensin | (ANG 1), angiotensin Il (ANG IlI), noradrenaline (NA) and a
nitric oxide synthesis inhibitor (L-NAME), and also in spontaneously hypertensive
rats (SHR). The H. speciosa extract (100 or 200 mg/kg) was given orally to male
Wistar rats and then, they had the femoral artery and vein catheterized to measure
the arterial pressure (AP) and for intravenously (I.V.) administration of ANG I, ANG I
and NA. The extract activity was compared with oral captopril (50 mg/kg), losartan
(30 mg/kg), and L.V. prazosin (0.1 mg/kg). For the second protocol, the previously
catheterized rats received L-NAME (I.V.) and after 20 minutes, the extract was
administered (30 or 100 mg/kg, 1.V.). The SHR were treated with the extract (200 or
400 mg/kg) by oral route and had cardiovascular signals obtained before and after
the administration. Cardiovascular parameters evaluated were: systolic (SAP) and
diastolic AP (DAP), heart rate (HR) and PR, QRS, QT and QTc intervals of the
eletrocardiogram. It was observed that the H. speciosa extract (200 mg/kg)
attenuated the SAP and DAP changes induced by ANG | (100 pmol) in 9.8 % and
18.2 %, respectively, and attenuated the QT interval prolongation in 11.3 %. After
ANG Il (50 pmol) administration, the extract attenuated the SAP and DAP increase in
8.6 % and 8.4 %, respectively. The extract (200 mg/kg) also attenuated the SAP and
DAP increase in 11.1 % e 15.1 %, respectively, after the NA (1 nmol) administration
and attenuated in 25.8% the QT interval prolongation. In this way, the H. speciosa
extract attenuated the arterial pressure changes induced by ANG I, ANG Il and NA,
similar to captopril, losartan and prazosin, respectivelly, and had potential
cardioprotector effect on the QT interval. It was observed that the extract
(100 mg/kg) had a hypotensive activity in the L-NAME model, with maximum
reduction of 24.6% and 22.4% for SAP and DAP, respectively. For the SHR treated
with 400 mg/kg of extract, the maximum reduction was 12.7% and 17.3% for SAP
and DAP, respectively. So, these results are evidences that supporting the
H. speciosa as promising in hypertension treatment.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao utilizadas como recurso terapéutico da antiguidade
até os dias atuais (WHO, 2002; SAMUELSSON, 2004), sendo que a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem de plantas para a assisténcia primaria a saude (WHO,
2002). No Brasil, apenas 20 % da populacdo consome 63 % dos medicamentos
alopéticos; o restante da populacdo utiliza como principal fonte terapéutica o0s
produtos de origem natural, especialmente as plantas, dentro de um contexto cultural,

na medicina popular ou na forma de fitoterapicos (FOGLIO, 2006).

Apesar da ampla utilizacdo das plantas medicinais para diversos fins
terapéuticos, apenas 17% foram estudadas quanto ao seu emprego medicinal e, na
maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimico e
farmacolégico (FOGLIO, 2006). A investigacdo dos materiais vegetais € necessaria a
fim de demonstrar sua eficiéncia farmacoldgica, para determinar o mecanismo de
acao e para descartar aqueles téxicos e ou ineficazes (NGUELEFACK, 2009). Além
da utilizacéo direta na terapéutica, as plantas medicinais constituem uma fonte efetiva
para a descoberta e desenvolvimento de farmacos, uma vez que podem ser utilizadas
como matéria-prima para a sintese ou modelo para compostos farmacologicamente
ativos (WHO, 2002; MYLES, 2003, CALIXTO, 2005). Segundo Butler (2008), quase
metade dos medicamentos desenvolvidos apés 1982 foi obtido direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais e, devido ao grande niumero de compostos
derivados de produtos naturais em teste clinico - mais de 100 farmacos em 2008,
conclui-se que os produtos naturais ainda sdo uma fonte viavel de novos farmacos.
Em relacdo aos farmacos anti-hipertensivos, foram descobertos 77 no periodo de
1981 a 2006, entre os quais 2 (2,6 %) foram derivados de produtos naturais, 48
(62,3 %) foram sintetizados com base em produtos naturais e 27 (35 %) foram
produtos obtidos de sintese aleatéria (NEWMAN, 2007).

Utilizada tradicionalmente pela populagdo como terapia alternativa para a
hipertensdo arterial (HA) (HIRSCHMANN, ARIAS, 1990), a Hancornia speciosa
Gomes, conhecida popularmente como mangaba, € encontrada no cerrado brasileiro
(RODRIGUES, CARVALHO, 2001; BRASIL; 2006) e vem sendo amplamente

estudada devido ao potencial terapéutico como anti-hipertensivo (SERRA et al., 2005;
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FERREIRA et al., 2007a,b; ENDRINGER et al., 2007, SILVA et al, 2011), anti-tumoral
(ENDRINGER et al., 2009) e gastroprotetora (MORAES et al., 2008).

Apesar da diversidade de medicamentos disponiveis para a terapéutica,
incluindo aqueles de origem natural ou derivados, as doencas cardiovasculares (DCV)
representam um dos maiores problemas de saude publica, com elevada incidéncia no
mundo ocidental, acometendo tanto paises do primeiro mundo, como paises em
desenvolvimento (CHOBANIAN et al.,, 2003). Segundo a Sociedade Brasileira de
Hipertensdo (2010), a HA atinge 30% da populacéo brasileira, chegando a mais de
50% na terceira idade e esta presente em 5% das criancas e adolescentes. Em nivel
mundial, a HA é responsavel por mais de um terco das mortes, cerca de 54% dos
casos de acidente vascular encefalico, 47% dos casos de doencas cardiaca
isquémica e 25% dos casos de outras DCV (LAWES, 2008). Dessa maneira, torna-se
relevante e necessdaria a continua investigacdo por farmacos com atividade anti-
hipertensiva e os produtos naturais, por sua vez, constituem uma fonte promissora
para a descoberta de novas substancias e um campo aberto para a investigacao
cientifica (GUERRA; NODARI, 2003).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS DOENCAS CARDIOVASCULARES E A HIPERTENSAO ARTERIAL

A doenca cardiovascular (DCV) constitui a maior causa de morbimortalidade no
mundo e contribui substancialmente para o aumento dos custos de financiamento da
saude. A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2007) estima que, no ano de 2005,
30 % dos Obitos foram em decorréncia de DCV e em geral, 80% das mortes e casos
de invalidez prematura ocorreram nos paises de baixa e média renda e, mais da
metade, ocorreram em pessoas com idade entre 45 - 69 anos (LAWES, 2008). No
Brasil, o indice de Obitos devido as DCV encontra-se proximo ao indice mundial,
31,3% (BRASIL, 2010).

O principal fator de risco para o desenvolvimento das DCV é a hipertenséo
arterial (HA), sendo que a taxa de mortalidade por DCV aumenta progressivamente
com a elevacdo da PA a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e
independente (SBC, SBH, SBN, 2010). A hipertenséo arterial € definida clinicamente
como a condicdo patolégica na qual o individuo apresenta uma pressao arterial
sistélica superior ou igual a 140 mmHg, e uma pressao arterial diastdlica superior ou
igual a 90 mmHg, em individuos que néo estejam fazendo uso de medicacdo anti-
hipertensiva (WHO, 2003; BRASIL, 2004; SBC, SBH, SBN, 2010). A hipertenséo
essencial caracteriza-se pela etiologia ndo completamente conhecida, poligénia,
dependente de fatores humorais e influenciada pelo fené6tipo (LERMAN et al.; 2005;
BADYAL et al., 2003, SARIKONDA et al., 2009).

Dados recentes demonstram que 33,5% dos adultos dos Estados Unidos da
América sao hipertensos (ROGER et al., 2010) e, segundo a Sociedade Brasileira de
Hipertenséo (2010), a HA atinge 30% da populacéo brasileira, 50% da populacdo da
terceira idade e 5% das criancas e adolescentes. Trata-se de uma doenca cronica,
que esta relacionada a 40% dos casos de infartos, 80% dos casos de acidente
vascular encefalico (AVE) e 25% dos casos de insuficiéncia renal terminal no Brasil
(SBH, 2010).

O objetivo da terapéutica da HA é reduzir a PA e os eventos cardiovasculares

(CVC) fatais e nao-fatais, como invalidez prematura e a alta frequéncia de internacdes
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(SBC, SBH, SBN, 2010). Dessa forma, a reducdo dos casos de AVE e da doenca
iIsquémica coronariana, por meio da identificacdo dos portadores da HA e do controle
adequado dos niveis pressoéricos podera impactar o Sistema Unico de Salde com
reducdo da morbimortalidade e diminuicdo dos custos sociais e financeiros (BRASIL,
2004). Os agentes anti-hipertensivos utilizados atualmente na terapéutica
compreendem os diuréticos, bloqueadores a-adrenérgicos, bloqueadores -
adrenérgicos, os antagonistas dos canais de calcio, inibidores da enzima conversora
de angiotensina (IECA) e os antagonistas do receptor AT; (WHO, 2007; SBC, SBH,
SBN, 2010). A inibicdo farmacolégica do sistema renina-angiotensina (SRA) € uma
estratégia terapéutica amplamente utilizada para o tratamento da HA e reducédo dos
riscos dos eventos cardiovasculares (CAT, TOUYZ, 2011) e, nesse aspecto,

substancias que atuam no SRA tem sido objeto de estudos intensos.

Pelo fato das DCV induzirem alteracdes na atividade elétrica cardiaca, o
diagndstico das doencas ou o efeito benéfico do tratamento pode ser realizado pela
analise do eletrocardiograma (ECG), sendo este o procedimento mais utilizado na
pratica clinica (GUIMARAES, 2003). As alteracdes no intervalo QT, que corresponde
ao tempo de repolarizacao ventricular, constituem a mais importante anormalidade do
ECG, devido a associacdo entre o prolongamento do intervalo QT e a ocorréncia de
arritmias ventriculares e morte subita (CRUMB, CAVERO,1999; CAVERO et al., 2000;
CAVERO, CRUMB, 2006). Por outro lado, o intervalo QT pode ser usado para
demonstrar a potencial atividade cardioprotetora de uma nova formulagdo ou um novo
farmaco em restaurar ou preservar as propriedades eletrofisiologicas dos
cardiomidécitos (KOMPA, SUMMERS, 2001). A cardioprotecdo envolve uma complexa
sinalizacdo nas células cardiacas culminando com efeitos benéficos em sua
integridade e funcionalidade (KUBLER, HAASS, 1996; ANTZELEVITCH , 2007, LOTZ,
2011). Mozos e Cristescu (2005), dentre outros (BAILLARD et al.,, 2000; DIAS DA
SILVA et al, 2002), relataram o efeito do IECA captopril em promover a reducéo da
repolarizacdo ventricular e o risco de arritmia, além de sugerirem a interacéo entre os
efeitos eletrofisiolégicos e o sistema renina-angiotensina (RAS) (DE MELLO,
CRESPO, 1999; DOMENIGHETTI et al., 2007).

O SRA esta envolvido na manutencdo da estabilidade hemodinamica nos seres

humanos, regulando o volume de liquido extracelular, o balanco eletrolitico, sobretudo
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de ions sodio e a funcdo cardiovascular. Seu extenso papel deve-se ao fato desse
sistema exercer efeitos diretos e indiretos em multiplos érgdos e, também, ao fato de
interagir com outros sistemas vasomotores, como 0 sistema nervoso autdénomo
(SNA), bem como com outros horménios vasoativos (PAUL, 2006; PERAZELLA,
SETARO, 2003).

A cascata do SRA se inicia com a hidrélise do precursor angiotensinogénio a
angiotensina | (ANG I) pela acdo da renina, uma aspartil-protease, liberada a partir
das células justa-glomerulares renais em resposta a reducdo da perfusédo renal. O
decapeptideo ANG | é convertido no octapeptideo angiotensina Il (ANG Il) pela
enzima conversora de angiotensina (ECA), sendo esta identificada como o principal
regulador do SRA e encontrada principalmente no endotélio vascular dos pulmdes. A
ANG Il regula a pressado arterial e seus efeitos vasoconstritores sdo mediados pela
estimulacdo dos receptores no musculo liso vascular (CAT, TOUYZ, 2011;
CHRYSANT, 2010; DASGUPTA, ZHANG, 2011; PERAZELLA, SETARO, 2003; CAT,
TOUYZ, 2011). Os efeitos classicos sdo mediados por dois sitios receptores de
membrana, AT, e AT,, que diferem entre si em termos de localizacdo, regulacédo e

expressao tecido-especifica.

O receptor AT; medeia os principais efeitos da ANG Il, como vasoconstricao,
aumento da PA, da contratiidade cardiaca, da absorcdo tubular de sédio e
proliferacdo celular, e medeia efeitos prejudiciais, como 0 estresse oxidativo,
disfuncdo endotelial doencas cardiovasculares e inflamacgédo. (CAT, TOUYZ, 2011;
DASGUPTA, ZHANG, 2011; PAUL, 2006; OPARIL et al., 2005). Este receptor é
encontrado em todos os 6rgédos, incluindo o coracao, rins, figado, adrenais, pulméao e
vasculatura. O receptor AT, € expresso no coragao e aorta de fetos e, apds o primeiro
ano de vida, a expressado deste receptor reduz (rins, pulmao e figado), sugerindo a
importancia deste no desenvolvimento fetal (DASGUPTA, ZHANG, 2011). Atua
particularmente na regulacdo do crescimento, diferenciacdo e regeneracdo de
neurdnios teciduais, inibicdo de proliferagdo e hipertrofia, além de controle do tdnus
vascular por meio de vasodilatagcdo (DASGUPTA, ZHANG, 2011; PAUL, 2006;
OPARIL et al., 2005).

Recentemente, foi identificado um homdlogo da ECA, a ECA-2, uma

carboxipeptidase capaz de clivar um aminoacido de ambos os peptideos, ANG | e
21



ANG I, reduzindo os niveis circulantes de ANG Il e aumentando o metabdlito
angiotensina (1-7) (ANG (1-7)). Este peptideo liga-se ao receptor Mas, cuja resposta
estd relacionada a beneficios nos tecidos cardiovasculares, como reducdo da
contratilidade cardiaca, reducdo da hipertrofia e fibrose (CAT, TOUYZ, 2011;
DASGUPTA, ZHANG, 2011; SANTOS et al., 2000). Desta forma, o eixo ECA 2 —
angiotensina (1-7) — Mas é considerado um alvo importante para o desenvolvimento
de novos farmacos cardiovasculares (DASGUPTA, ZHANG, 2011).

O aumento da atividade da ECA na hipertenséo e aterosclerose ja foi descrito
em diversos trabalhos e tem sido proposto como um fator causal nessas patologias. A
hipertensdo e a aterosclerose também estdo associadas com a disfuncéo endotelial e
a reducdo da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (LUSCHER, BARTON, 1997).
Os efeitos mediados pelo NO sobre o sistema cardiovascular sdo vasodilatacédo
(FURCHGOTT, ZAWADSKI, 1980), inibicdo da agregacao plaquetaria (RADOMSKI et
al.,, 1990) e efeito anti-proliferativo (GARG, HASSID, 1989). O NO endotelial
desempenha um papel importante ha homeostase vascular por meio do controle do
tbnus vascular, da modulacdo do crescimento das células do musculo liso vascular,
da diminuicdo da adesdo e agregacdo plaquetarias, além da aderéncia de outros
componentes sanguineos (VANHOUTTE, BOULANGER, 1995; MOMBOULI,
VANHOUTTE, 1999). Uma diminui¢do da producdo de NO pelas células endoteliais
estd fortemente associada a disfung¢do ou injaria endotelial, tendo uma participacéo
importante em patologias cardiovasculares como aterosclerose e hipertensao arterial
(BUSSE, FLEMING, 1996). Persson et al. (2000) demonstraram que a atividade
aumentada da ECA pode ser devida, parcialmente, a diminui¢cao da disponibilidade de
NO em casos de hipertensdo e aterosclerose, uma vez que o NO € um inibidor
enddgeno da ECA, provavelmente por se ligar ao ion zinco presente no sitio ativo da

enzima.

Apesar dos IECA disponiveis no mercado serem efetivos para o tratamento
cronico da HA, estdo relacionados a diversos efeitos adversos no uso ao longo prazo,
como tosse, disturbios no paladar e rachaduras na pele (CLELAND et al., 1998).
Dessa forma, a pesquisa de novos IECA pode ser uma alternativa futura para o
controle da HA com reducéo dos efeitos adversos. Varios modelos experimentais de

inducdo da HA foram desenvolvidos para mimetizar a hipertensdo humana
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(DROGGRELL; BROWN, 1998; LERMAN et al, 2005; SARIKONDA et al, 2009),
sendo ferramentas (teis para a busca e caracterizagcdo de potenciais agentes anti-
hipertensivos (BADYAL et al., 2003, LERMAN et al., 2005).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INDUCAO DE RESPOSTAS PRESSORICAS E
DE HIPERTENSAO ARTERIAL

Para a avaliagdo da potencial atividade cardiovascular de farmacos, é
importante a avaliacdo pré-clinica em modelos animais normais e acometidos pela
HA. Estes modelos experimentais, além de serem utilizados para a busca de
potenciais agentes anti-hipertensivos, tém contribuido significativamente para
aumentar a compreensdo da patogénese das doencas (CHORRO, 2009). Além do
mais, as alteracdes patofisiolégicas mais comuns no sistema cardiovascular humano
como a hipertensdo, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca podem ser

reproduzidas com sucesso em ratos (DOGGRELL, 1998).

Devido a heterogenicidade e multifatorialidade da HA, véarios modelos
experimentais de inducdo desta patologia foram desenvolvidos em ratos para
mimetizar a HA humana, tais como os modelos genéticos e farmacolégicos (LERMAN
et al, 2005; SARIKONDA et al, 2009; DROGGRELL; BROWN, 1998). A selecdo do
modelo a ser usado deve considerar 0os objetivos e as limitacdes do estudo, sejam
elas técnicas ou financeiras (BADYAL et al, 2003; DOGGRELL, BROWN, 1998).

Considerando o papel do SRA na regulacdo e remodelamento cardiovascular,
bem como no controle da pressédo arterial (DZAU, 2005; POLITI et al., 2010;
CRYSANT, 2010), a ANG Il induz ao aumento da presséo arterial (PA) dose-
dependente apds Unica dose in bolus ou infusdo continua, sendo este um modelo
experimental amplamente utilizado (SCHEUER, PERRONE, 1993; KANE, 2010). A
estimulacdo aguda do SRA pela ANG Il regula a homeostase dos fluidos corporais e a
vasoconstricdo, enquanto que a estimulagcéo crénica promove a migracao, hipertrofia
e hiperplasia das células musculares lisas (DASGUPTA, ZHANG, 2011).

A resposta maxima obtida apos administracdo de ANG Il in bolus, em dose
acima da escala de ng/kg, produz resposta maxima em segundos devido a rapida
vasoconstricao e retorna aos niveis normais em 2 a 3 minutos (RECKELHOFF, 2003).

A ANG I, quando administrada por via I.V., & convertida imediatamente em ANG Il e
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induz resposta pressora em niveis inferiores a resposta obtida para a ANG Il devido
ao efeito de primeira passagem pelos pulmbes (HELLER, MOHRMAN, 1998). Em
presenca de um inibidor da ECA, a conversdo dos peptideos ndo é realizada,
impossibilitando o aumento dos niveis pressoéricos pela ANG |. Gardiner et al.
(1993,1990b) utilizaram doses de ANG | e ANG Il in bolus por via intravenosa (I.V.)
para induzir aumentos pressoricos e avaliar a resposta cardiovascular na presenca de
outras substancias vasoativas, sendo obtida resposta pressoérica dose-dependente
para cada um dos peptideos. Robinson et al (1999) realizou um experimento que
consistia na infusdo intracerebroventricular do IECA captopril e na infusdo sistémica
de ANGI. O captopril atenuou significativamente a resposta pressoérica da
administracdo do peptideo através da inibicdo da conversdo local de ANG | em
ANG II.

Por exercer importante papel na regulacdo do coracédo, 0 sistema nervoso
autbnomo (SNA) estd envolvido em muitos dos processos fisiopatol6gicos
cardiovasculares. A epinefrina plasmatica pode estar aumentada em pacientes com
hipertensdo essencial e, um episédio ou 0 aumento sustentado da liberacdo de NA
pode promover o desenvolvimento de pressédo arterial elevada (FLORAS, 1992;
KLEINJANS et al., 1984; STEIN et al.,, 1997). Véarios estudos sugerem que
anormalidades no SNA desencadeiam arritmias, infarto do miocardio, insuficiéncia
cardiaca e morte subita (CORR et al., 1986; PORTER et al., 1996; SHUSTERMAN et
al, 1998).

A administracdo aguda de NA produz aumentos dose-resposta na pressao
arterial média. A combinacéo de diferentes mecanismos pode mediar os efeitos pro-
hipertensivos de noradrenalina, tais como vasoconstricdo, aumento da resisténcia
periférica total, estimulacdo do SRA, hipertrofia e remodelamento vascular (BOESEN,
2005). Vidal et al. (2010), para avaliar a atividade da piridostigmina encapsulada
sobre o sistema cardiovascular, realizaram a estimulacdo do SNS por meio da
administracdo de NA in bolus I.V. nas doses de 1 ou 3 g, sendo observado o
aumento da PA arterial dose-resposta e prolongamento do intervalo QT.
Recentemente, Hong et al. (2011) obtiveram curva dose-resposta de 5 doses de NA

(compreendidas entre 0,01 e 3,1 pg/kg) administradas por via I.V. in bolus, com o
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objetivo de avaliar a relagcdo entre a hipertensdo aguda induzida pela ativacao
simpética, alfa-adrenoreceptores e o NO.

Outro modelo de inducdo de resposta pressorica ja bem descrito na literatura
(BADYAL, 2003; SARIKONDA e COLS, 2009), consiste no bloqueio da enzima éxido
nitrico sintase (NOS), que pode ser obtido pelo uso de analogos de L-arginina, como
o metil éster N*-nitro-L-arginina (L-NAME) (RIBEIRO, 1992; LOPEZ et al., 2011). O
quadro de HA sistémica desencadeado pela administragdo de L-NAME in vivo é dose-
dependente e deve-se a vasoconstricdo generalizada (REES et al., 1989; GARDINER
et al.,, 1990a e b), indicando que a liberacdo basal de NO nos vasos de resisténcia
periféricos é responsavel pela acdo vasodilatadora continua in vivo (ZAPPELINI et al.
1997). O efeito pressor induzido pelo L-NAME estd associado principalmente a
vasoconstricdo renal, mesentérica e do trem posterior (GARDINER et al., 1990a),
além de levar a bradicardia reflexa, reducdo do débito cardiaco (GARDINER et al.,
1990b) e aumento da resisténcia vascular sistémica (ZAPPELINI et al., 1997), quando
administrado em ratos conscientes. O tratamento com L-NAME diminui de forma
significativa os niveis de metabodlitos de NO no tecido vascular e observa-se um
aumento na expressdo de renina, ECA e receptor AT; nos vasos sanguineos e
aumento da pressao sanguinea. Esses resultados, juntamente com a maior atividade
do SRA vascular levando ao aumento do tonus vascular, sugerem uma interagéo local
entre o0 SRA e 0 NO (NAVARRO et al., 1994). Uma maior atividade da NOS em aorta
de ratos tratados com enalapril foi observada, sustentando a idéia de que a inibicdo
do SRA leva ao aumento da atividade da NOS (GONZALEZ-BOSC et al., 2000). Além
do mais, tratamentos cronicos com inibidores da ECA ou antagonistas dos receptores
AT, da angiotensina sdo capazes de prevenir a instalagdo ou reverter a hipertensao e
a leséo renal ja estabelecidas através do tratamento cronico com L-NAME (POLLOCK
at al., 1993; FAZAN JR., 2001).

A mais comum causa de HA humana é a hipertensao essencial, cuja causa pode
ser resultante da interacdo de mdultiplos fatores genéticos e ambientais (SARIKONDA
et al, 2009). Tal quadro de HA € mimetizado pelo modelo experimental genético, os
ratos espontaneamente hipertensos (SHR), os quais desenvolvem ao longo da vida a
HA, danos em Orgaos-alvos e alteracdes patofisiologicas similares a hipertenséo

essencial humana, sendo este um modelo de exceléncia para o estudo da
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patogénese, terapia, e testes para novos anti-hipertensivos, profilaxia e complicagoes
da doenca (DOGGRELL, BROWN, 1998; BADYAL, 2003; SARIKONDA et al., 2009).
Como os SHR derivaram originalmente da coldnia de ratos Wistar Kyoto (WKY), estes
sao utilizados como um grupo controle normotenso do SHR (LERMAN et al, 2005;
SARIKONDA et al., 2009). Este modelo de hipertenséo tem sido utilizado amplamente
para avaliar a potencial atividade anti-hipertensiva de produtos naturais (MAGHRANI
et al., 2005; SARIKONDA et al., 2009; LUO et al., 2010; JIA et al., 2011).

.2.3 PRODUTOS NATURAIS E A Hancornia speciosa GOMES

O Brasil € o pais que detém a maior biodiversidade vegetal, em torno de 15 a
20 % do total mundial (BRASIL, 2005), considerada uma potencialidade no que diz
respeito a possibilidade de utilizagdo dos vegetais para obtencdo de moléculas
complexas biologicamente ativas (GOTTLIEB; BORIN, 2000; CALIXTO, 2005). No
entanto, estima-se que menos de 10% das plantas brasileiras foram avaliadas para
atividades biol6gicas e menos de 5% foram submetidas a estudos detalhados de
fitoquimica (LUNA, 2005). O interesse em utilizar os produtos naturais como prot6tipo
para o desenvolvimento de compostos pode ser explicado pela singularidade
estrutural destas substancias. Assim, o arsenal terapéutico pode ser ampliado
mediante modificacdo quimica de substancias isoladas de produtos naturais,
inicialmente submetidas a ensaios de atividades bioldgicas. Aquelas que apresentam
atividade farmacoldgica de interesse sao submetidas a fracionamento biomonitorado
com vistas ao isolamento de proto6tipos que servirdo de base para o desenvolvimento
de novos farmacos, visando maior especificidade e menor toxicidade (RATES, 2001).
Tal situacdo pode ser exemplificada pelo estudo dos brasileiros Ferreira e
colaboradores, que descreveram na década de 60 a atividade inibitéria de uma fracéo
do veneno da serpente brasileira Bothrops jararaca sobre a ECA. Da fracdo do
veneno foram isolados seis peptideos, dos quais um serviu como prototipo para o
design de potentes inibidores competitivos da ECA, dentre eles o captopril, o primeiro
inibidor dessa enzima comercialmente disponivel para o tratamento da HA (IANZER
et al., 2004).

A selecdo de espécies vegetais para a pesquisa de produtos naturais bioativos,
baseada em levantamentos etnobotanicos, apresenta maior probabilidade de
sucesso, em comparacao com a selecdo aleatéria (SLISH et al, 1999; MANGANELLI
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et al, 2000). Nos ultimos anos, a espécie Hancornia speciosa Gomes, familia
Apocynaceae, vem sendo amplamente estudada devido ao potencial terapéutico
como anti-hipertensivo. Esta espécie é conhecida popularmente como mangaba, uma
arvore nativa dos trépicos (OLIVEIRA, VALIO, 1992), mais conhecida por seus frutos,
rica fonte de proteina e usados comercialmente para a producdo de sucos e sorvetes
(PARENTE et al., 1985). A casca da H. speciosa é utilizada na medicina popular para
o tratamento de dermatoses e doencas hepaticas (RODRIGUES, CARVALHO, 2001),
diabetes (GRANDI et al., 1989) e como antiinflamatéria (LIMA, MARTINS, 1996); a
raiz € usada no tratamento de reumatismo e como anti-hipertensiva (GRANDI et al,
1989).

Serra et al. (2005) relataram, pela primeira vez, a atividade inibidora da ECA
observada para o extrato etanodlico das folhas de H. speciosa por meio de bioensaio
colorimétrico. O extrato apresentou efeito vasodilatador induzido pela inibicdo da
ECA, de maneira concentragdo-dependente, em preparacdes de anel de aorta de rato
pré-contraidas pela ANG |, em presenca de L-NAME e indometacina (SERRA, 2004).
Foi avaliado também o efeito vasodilatador do extrato da H. speciosa em anéis de
aorta mesentérica superior, sendo observada a vasodilatacdo concentracao-
dependente e dependente do endotélio, por um mecanismo dependente da liberacéo
de NO via ativacdo do PI3K (Ferreira et al, 2007b). Ferreira et al. (2007a) também
relataram a atividade vasodilatadora do extrato por um mecanismo dependente de NO
sobre a ativacdo dos canais de potassio e do fator hiperpolarizante derivado do
endotélio. Foi realizado o fracionamento biomonitorado pelo ensaio de inibicdo da
ECA do extrato etandlico da H. speciosa e evidenciou-se o potencial anti-hipertensivo
da espécie pelo isolamento de varias fracdes ativas e o isolamento do flavondide
rutina e dos ciclitols L-(+)-borsenitol e acido quinico (figura 1) como constituintes da
H. speciosa que contribuem para o efeito vasodilatador (ENDRINGER et al., 2007). O
efeito anti-hipertensivo da rutina ja foi demonstrado (DUARTE et al, 2001), porém com
duracéo inferior a H. speciosa (SILVA et al.,, 2011). Os efeitos cardiovasculares do
acido quinico e do borsenitol necessitam ainda de maiores investigagbes (SILVA et
al., 2011).
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Figura 1 - Estrutura quimica das substancias presentes na fracdo do extrato etandlico da Hancornia
speciosa. 1, -(+)-borsenitol; 2, acido quinico; 3, rutina. (ENDRINGER et al, 2009; OH et al, 2003).

Foi avaliado também o efeito hipotensor da fracdo do extrato da H. speciosa
contendo a rutina, borsenitol e &cido quinico em camundongos hipertensos (Doca-
sal), na dose de 100 mg/kg e administrado por via intraperitoneal, sendo observado a
reducdo da PA sistélica (PAS) dos camundongos (Castro Braga, 2009).
Recentemente, Silva et al (2011) avaliaram o efeito da mesma fracdo do extrato em
camundongos normotensos (1 mg/kg, via oral), sendo observado efeito hipotensor
dose-dependente, com reducdo da atividade da ECA e aumento dos niveis
plasmaticos de nitrito. Na presenca do inibidor da Oxido-nitrico sintase ocorreu a
reducdo do efeito hipotensor. Também foi demonstrada a atividade anti-oxidante da
fracdo do extrato da H. speciosa, 0 que pode contribuir para a atividade hipotensiva
ou anti-hipertensiva do extrato uma vez que os radicais livres possuem atividade
vasoconstritora e reduzem a vasodilatacdo endotélio-dependente (Castro Braga,
2009). Foi avaliada, mais uma vez, a fracdo do extrato (0,1 mg/kg na 4gua de beber)
em camundongos hipertensos durante 14 dias, sendo observado reducdo da PAS
durante todo o tratamento. Em tratamento semelhante, os animais normotensos nao

sofreram alteracdes pressoricas (Castro Braga, 2009).

A fracdo do extrato contendo o borsenitol, acido quinico e rutina inibem o NF-«B,
0 que sugere o potencial da H. speciosa no tratamento do cancer (ENDRINGER et al.,
2009). Além do mais, terapias que blogueiam a producdo de ANG Il tem sido
relacionadas a supressao de crescimento de tumores, metastase e angiogénese em
modelos experimentais, além de reduzir a prevaléncia de céancer em pacientes
hipertensos (ARAFAT et al., 2007).

Esses resultados apresentados corroboram a utilizacdo da H. speciosa como
anti-hipertensivo na medicina tradicional. No entanto, faz-se necessario a avaliacdo
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da atividade da H. speciosa sobre os parametros eletrofisiologicos e utilizacdo de

outros modelos de indugé@o de aumentos pressoéricos ou hipertenséo arterial.

Deve-se considerar que apesar dos inibidores da ECA serem amplamente
utilizados e eficientes no tratamento da hipertenséo, varios efeitos indesejaveis tem
sido observados, como tosse, hiperpotassemia, fissuras na pele e distarbios do
paladar (CLELAND et al.,, 1998). Desta forma, a pesquisa por novos inibidores da
ECA derivados de produtos naturais pode ser uma alternativa promissora para o

tratamento da hipertensdo com reducao dos efeitos indesejaveis.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a atividade cardiovascular do extrato etandlico de Hancornia speciosa

Gomes (mangaba) em ratos.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1.1 Obter o extrato etandlico da H. speciosa e o seu perfil cromatogréfico;

2.1.2 Padronizar e caracterizar, quanto as altera¢des cardiovasculares, os modelos
farmacoldégicos de inducado do aumento da pressao arterial pela angiotensina | (ANG )

e angiotensina Il (ANG lI);

2.1.3 Avaliar a atividade cardiovascular do extrato etanolico de H. speciosa nos
modelos farmacolégicos de inducdo do aumento da pressédo arterial pela ANG I,
ANG II, noradrenalina (NA) e por inibicdo da sintese de 6xido nitrico utilizando-se o L-
NAME, em ratos Wistar.

2.1.4 Avaliar a atividade cardiovascular do extrato etanélico de H. speciosa em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL
4.1.1 Coleta, secagem e moagem

Cerca de 2,5 kg de folhas de Hancornia speciosa Gomes foram coletadas em
novembro de 2010 no municipio de Sado Gongalo do Rio Preto, MG, sob a licenca
COLO030/10 do Instituto Estadual de Florestas. A espécie (figuras 2 e 3) foi identificada
pelo Prof. Dr. Hildeberto de Souza Caldas, lotado no Departamento de
Biodiversidade, Evolugdo e Meio Ambiente do Instituto de Ciéncias Exatas e
Biolégicas da UFOP, em cujo herbario foi depositada uma exsicata sob numero
25.606.

Inicialmente foi realizada a triagem por inspecéo visual do material coletado,
momento em que foram descartadas as folhas contaminadas por insetos ou fungos.
Em seguida, o material foi submetido a secagem em estufa ventilada a 35°C, durante

duas semanas. O material seco foi pulverizado em moinho de facas.

Figura 2- Fotografia da Hancornia speciosa Gomes em seu habitat natural (A). Foto ampliada de flor
(B), fruto e folhas (C).
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Figura 3 - Fotografia da exsicata da Hancornia speciosa Gomes.

4.1.2 Preparo do extrato etandlico das folhas de Hancornia speciosa

O material pulverizado, em porcdes de 30 g, foi submetido a extracdo por
sonicacdo com etanol, seguida da concentracdo em evaporador rotatorio até residuo.
Todos os residuos obtidos foram homogeneizados e foi realizada a remocgdo do
solvente em estufa a 30°C. O fluxograma da figura 4 representa a sequéncia de

procedimentos adotados para a preparacdo do extrato bruto.

[ Material vegetal pulverizado (30 g) J

EtOH 96% (3x90ml)
Sonicagao (3x15min)

‘ Extrato etandlico }

Evaporador rotatério a 50°C

Residuo

Estufa a 30°C por 72 h

Armazenamento do extrato seco a — 20°C

Figura 4 - Fluxograma do preparo do extrato etanolico bruto da Hancornia speciosa.
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4.2 OBTENCAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO

A amostra do extrato da H. speciosa foi solubilizada em metanol, grau HPLC,
com auxilio de sonicacdo durante 15 minutos, na concentracdo de 10 mg/ml. Foi
realizada a centrifugacdo da amostra a 8.000 rpm por 5 minutos. Foi injetada aliquota
de 10 pl do sobrenadante em equipamento Waters Alliance 2695 e foi utilizada coluna
Shimadzu ODS C18 (particulas de 5 pum, 250 x 4,6 mm), fluxo de 1 ml/min. As
andlises foram realizadas a 40°C com deteccdo no comprimento de onda de 210 nm.
Espectros no UV, na faixa de 190 a 800 nm, foram registrados on-line para cada pico.

Foi utilizado o gradiente linear descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo empregado para
obtencéo do perfil cromatogréfico por HPLC.

Tempo (min) A(%) B (%)
0 95 5
60 5 95
65 5 95
70 95 5

Legenda: A= Acido fosférico 0,1%. B= acetonitrila
+ acido fosforico 0,1%.

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DO EXTRATO ETANOLICO DA Hancornia speciosa
PARA EXPERIMENTACAO IN VIVO

Para administracdo oral, a solucdo do extrato bruto da H. speciosa foi
preparada a partir do extrato pesado em quantidade necessaria para alcancar a dose
definida para cada animal, seguida da solubilizacdo em 4,0 ml de capryol (Gatedossé,

Franca):agua Mili-Q (6,5:3,5) e submetida a sonicacao (3x15 min).

Para a administracdo intravenosa (l.V.), o extrato bruto da H. speciosa foi
solubilizado em solugéo salina:dimetilsulfoxido (DMSO,Synth, Brasil) (95:5), seguida
de sonicacdo (3x15 min) e filtracio em membrana de celulose 5 um. O volume

maximo administrado a cada animal foi o maximo de 0,5 ml.
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4.4 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos in vivo foram aprovados pelo Comité de Etica da
UFOP, sob o numero 63/2010.

Foram utilizados ratos Wistar, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
Wistar Kyoto (WKY) machos pesando de 250 a 270 g, fornecidos pelo Centro de
Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram
mantidos sob ciclo de 12 horas claro/escuro e recebendo 4gua e racédo (Nuvilab) ad
libitum. Para os experimentos cuja administracdo das solucdes foi realizada por via
oral, os animais foram mantidos em jejum por oito a doze horas anteriormente aos

experimentos, com acesso livre a dgua.
4.4.1 Procedimentos cirdrgicos

Para a maioria dos protocolos experimentais, os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina/xilazina, na dose de 100/14 mg/kg e para o protocolo de
alteracdo pressorica induzida pelo L-NAME (protocolo V) foram anestesiados com
pentobarbital sodico, na dose de 60 mg/kg, ambos administrados por Vvia
intraperitoneal (I.P.). Apdés a inducdo da anestesia, o0s animais foram
tragueostomizados utilizando um tubo de polietileno (PE) e deixados sob respiracéo

espontanea.

ApOs assepsia e tricotomia da regido inguinal esquerda, foi realizada pequena
incisdo para exposi¢ao do feixe femoral. Para obteng&o dos sinais da presséo arterial
(PA) e para a administracado |.V. das solugdes, foram inseridos cateteres na artéria e
veia femorais, respectivamente. Os cateteres foram confeccionados unindo-se, por
aquecimento, 5,0 cm de tubo de PE 10 a 15,0 cm de tubo de PE 50 e preenchidos

com solucao de salina heparinizada (50 Ul/ml de heparina sbédica, Hipolabor, Brasil).

Para os grupos experimentais em que foram utilizados os ratos SHR e WKY
acordados, apenas o cateter arterial foi implantado e foi externado com o auxilio de
um trocarter sob o tecido subcutadneo no dorso do animal para a mensuracdo da PA

cerca de 24 horas apdés os procedimentos cirdrgicos.
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4.5 PARAMETROS CARDIOVASCULARES
4.5.1 Obtencéo dos parametros cardiovasculares

O sinal do eletrocardiograma (ECG) foi obtido utilizando-se como sensor
agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel. Estas agulhas foram inseridas no tecido
subcutaneo dos membros superiores direito, esquerdo e inferior esquerdo, com o
objetivo de mensurar a diferenga de potencial relativa as derivagdes periféricas DI, DII
e DIII.

A extremidade distal do cateter inserido na artéria femoral foi acoplada a um
transdutor de pressdo TruWave (Edwards Lifescience, Canada) para aquisicdo do
sinal de PA. O transdutor de presséo e as agulhas hipodérmicas foram conectados a
um sistema condicionador de sinais (figura 5) para a obtencdo dos mesmos em tempo
real a uma frequéncia de 1200 Hz, processados por uma placa conversora analogico-
digital (DagBoard/2001, EUA).

Figura 5 - Desenho esquematico do sistema de aquisi¢do de sinais, rato anestesiado cateterizado em

experimentacdo e obtengéo dos sinais de presséo arterial e eletrocardiograma.
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4.5.2 Analise dos parametros cardiovasculares

Os registros digitais dos experimentos foram convertidos utilizando o software
Matlab 7.0 (MathWorks, EUA) e analisados por inspecao visual com o auxilio do
software WinDaq (DATAQ Instruments, EUA). Foram selecionados segmentos de 2,0
segundos em instantes determinados pelos protocolos experimentais, 0s quais foram

gravados para posterior obtencao dos parametros cardiovasculares.

Foram extraidos o0s seguintes parametros cardiovasculares: pressdo arterial
sistélica (PAS) e diastolica (PAD); frequéncia cardiaca (FC) e intervalos PR, RR,
complexo QRS e QT do ECG (detalhados abaixo), 0os quais estdo representados na
figura 6. O parametro QTc, que corresponde ao intervalo QT corrigido utilizando-se o
indice de Fridericia (QTc = QT/(RR)1/3), também foi obtido.

Intervalo PR — Intervalo de tempo mensurado entre o inicio da onda P, que
corresponde a despolarizacao atrial que se inicia no atrio direito e se estende ao atrio
esquerdo, e o inicio do complexo QRS. Representa o intervalo de tempo

compreendido entre o comeco da despolarizacao atrial e ventricular;

Complexo QRS - Compreende as rapidas deflexdes produzidas durante a
despolarizacdo dos ventriculos. E composto por uma deflexdo ascendente, a onda R,
a qual é precedida e sucedida por deflexdes descendentes - onda Q e onda S,

respectivamente;

by

Intervalo QT — Corresponde a sistole elétrica total ventricular, compreendendo o
tempo desde a despolarizacdo até a repolarizacao dos ventriculos direito e esquerdo,
respectivamente. Inclui o complexo QRS, o segmento ST e a onda T. Esta Ultima

representa a repolarizacdo ventricular e € normalmente ascendente em relacdo ao

ponto isoelétrico;

Intervalo RR — Parametro determinante da frequéncia cardiaca que representa o

intervalo entre duas ondas R adjacentes.
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Figura 6: Tracado normal do eletrocardiograma (ECG) de rato visualizado no software Windaq -
derivacdes DI, DIl e DIlI; intervalos do ECG na derivagdo DIl utilizados nas andlises; tracado da
pressao arterial (PA) com indicacdo dos pontos utilizados para obtencdo da presséo arterial sistolica

(PAS) e pressao arterial diastélica (PAD).

4.6 PADRONIZACAO DAS RESPOSTAS PRESSORICAS E
ELETROCARDIOGRAFICAS INDUZIDAS PELA ANGIOTENSINA | E
ANGIOTENSINA 1.

Foi realizada a administracdo 1.V. in bolus de angiotensina |l (ANG I, Sigma,
EUA) e angiotensina Il (ANG Il, Sigma, EUA) para avaliar as respostas pressoricas e
eletrocardiograficas dos animais. Para obtencdo da curva dose-resposta das
respostas pressoricas, foram utilizadas quatro ou cinco doses de cada substancia a
fim de selecionar trés doses capazes de induzir a aumentos significativos da PA.
Considerando dados da literatura, optou-se por avaliar as dose de 0,1; 1; 10, 30 e
100 pmol de ANG I (figura 7A) e 0,05; 0,5; 5 e 50 pmol de ANG II (figura 7B).

Foi padronizado o volume de 0,1 ml para administracéo I.V. de cada dose de
ANGI|l e ANGIl e 0,2ml de solugdo salina 0,9 % para lavagem da canula

imediatamente ap0s a administracdo. O intervalo entre as administracbes das
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diferentes doses foi de 15 minutos, tempo determinado experimentalmente como

suficiente para a PA retornar aos niveis anteriores as administracoes.

Todos os farmacos administrados por via I.V. foram solubilizados em solucao
salina 0,9% e os farmacos administrados por via oral foram solubilizados em agua
Mili - Q.

Foram utilizados os farmacos anti-hipertensivos captopril e losartana como
padrées de substancias capazes de reduzir ou impedir as respostas pressoricas da
ANG | e ANG I, respectivamente. Os anti-hipertensivos foram administrados por via
oral (V.0.) nas doses de 50 mg/kg de captopril (Attivos Magistrais, Brasil) e 30 mg/kg
de losartana (Henrifarma, Brasil). Vinte minutos ap6s a administracdo oral, foi
induzida a anestesia, seguido dos procedimentos cirlrgicos e iniciada a obtencédo dos
parametros cardiovasculares exatamente 60 minutos ap0s a administracdo do
captopril ou losartana. Antes da administracdo de ANG | ou ANG II, foi realizada a
obtencdo dos parametros cardiovasculares, identificada nos protocolos (figura 7)
como controle, durante 3 minutos. Posteriormente, foram avaliados os parametros da
PA — PAS e PAD, FC e os intervalos do ECG.

A
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Figura 7: Protocolo da padronizagdo do modelo de inducdo de resposta pressorica pela angiotensina |
(ANG I) (A) ou angiotensina Il (ANG Il) (B) por via I.V. ap6s a administracéo oral do veiculo ou dos anti-

hipertensivos captopril (A) ou losartana (B).
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4.7 AVALIAQAO DA ATIVIDADE CARDIOVASCULAR DO EXTRATO ETANOLICO
DE Hancornia speciosa EM RATOS WISTAR

A inducdo do aumento da PA em ratos Wistar, para avaliacdo da atividade
cardiovascular do extrato, foi realizada por administracdo de ANG I, ANG II,
noradrenalina (NA) e metil éster N”-nitro-L-arginina (L- NAME).

Para os protocolos de inducdo do aumento da PA pela ANGI| e ANGIII
(figura 8, protocolos | e Il, respectivamente), o extrato etandlico da H. speciosa foi
administrado nas doses de 100 ou 200 mg/kg V.O. Em seguida foi realizada a
administragao de trés diferentes doses I.V. dos vasoconstritores, seguindo 0s
mesmos procedimentos da padronizacdo dos protocolos. Os grupos controles
receberam por V.O. o veiculo utilizado para solubilizar o extrato e as diferentes doses
de ANGI| ou ANG Il. A capacidade do extrato em impedir os aumentos da PA
induzidos pelos vasoconstritores foi comparada a atividade anti-hipertensiva dos

farmacos padrdes, o captopril e a losartana.

A inducdo do aumento da PA pela NA (Sigma, EUA) foi realizada pela
administracdo de 4 doses por via L.V. in bolus :10 pmol, 100 pmol, 1 nmol e 10 nmol
(Figura 8, protocolo Ill). Foi realizada a administracdo V.O. do extrato da H. speciosa
nas doses de 100 ou 200 mg/kg e, 20 minutos ap6s a administracéo oral, foi induzida
a anestesia e realizados os procedimentos cirdrgicos. Sessenta minutos apos
administragao oral, foi iniciada a obteng&o dos sinais cardiovasculares. As diferentes
doses de NA foram administradas com intervalos de 10 minutos, tempo suficiente
para a PA retornar aos niveis anteriores as administracées. O grupo controle recebeu

por via oral o veiculo utilizado para solubilizar o extrato e as diferentes doses de NA.

A capacidade do extrato de impedir os aumentos da PA induzidos pela NA foi
comparada a atividade da prazosina (Sigma, EUA), um anti-hipertensivo utilizado na
terapéutica, na dose de 0,1 mg/kg. Esta foi administrada por via I.V. 5 minutos antes
da administracao das diferentes doses de NA (figura 8, protocolo 1V). A atividade do

extrato, administrado V.O., foi avaliada também em associagdo com a prazosina.

Para o protocolo de inducdo do aumento da PA pela inibicdo da sintese do
oxido nitrico (figura 8, protocolo V), o L- NAME (Sigma, EUA) na dose de 60 mg/kg
(60 mg/ml em agua Mili-Q), foi administrado por via 1.V. in bolus e, 20 minutos depois,
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foi realizada a administragéo do extrato nas doses de 30 mg/kg ou 100 mg/kg por via
I.V. Ao grupo controle foi administrado o L-NAME e o veiculo utilizado para solubilizar
o extrato. Neste protocolo foi avaliada a capacidade do extrato em reduzir a PA dos
animais previamente tratados com o L-NAME, comparado ao grupo controle que

recebeu o veiculo.
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Protocolo I:

veiculo
captopril
H. specioza IzOOmg/kg corifrole 1pmol 10pmol 100pmol
H. speciosa 200mg/kg apestesia ANGI ANGI ANGI
A KT A KN A B2 A B A B
CINUrGIa G

Protocolo II:
veiculo
losartana
H. speciosa 100mg/kg controle 0,5pmol 5pmol 50pmol
H. speciosa 200mg/kg anestesia ANGII ANGII ANGII
A KD AEKTHIR AA 2 A
cirurgia o
~ B JI: 3+ i}:. =
Protocolo IlI:
Veiculo
H. speciosa 200mg/kg controle 10pmol 100pmol 1nmo| 10nmo|

H. speciosa 100mg/kg anestesia

AAIIIAWAAA

cirurgia 1 l ‘«
Protocolo IV:
Veiculo
H. speciosa Controle 10pmol 100pmol 1nmo| 10nmo|
100ma/kg  Apestesia -l Prazosina NA

AA-IIAAWAA

Cirurgia |

Protocolo V:

Veiculo
H. speciosa 30mg/kg
Controle 1 L-NAME H. speciosa 100mg/kg

AT IEE AT AT e

Anestesia

Cirurgia

Figura 8 — Protocolos | a V para avaliagdo da atividade cardiovascular do extrato etandlico da
Hancornia speciosa em ratos Wistar por indu¢cdo do aumento da presséo arterial por angiotensina |
(ANG 1), angiotensina Il (ANG Il), noradrenalina (NA) e metil éster N“-nitro-L-arginina (L-NAME).
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4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE CARDIOVASCULAR DO EXTRATO ETANOLICO
DA Hancornia speciosa EM RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Foi avaliada a atividade do extrato etandlico da H. speciosa em ratos SHR
conscientes nas doses de 200 ou 400 mg/kg, V.O. Os ratos, previamente
cateterizados e submetidos ao jejum de 12 horas, tiveram 0s sinais cardiovasculares
obtidos imediatamente antes a administracdo do extrato e por seis horas apos a

administracao (figura 9).

Para a obtencédo do sinal do ECG, os animais foram mantidos em contentores
de acrilico para reducao da mobilidade, a fim de evitar a ocorréncia de interferéncias
no sinal. Para o grupo de ratos SHR controle, foi administrado o veiculo em que foi
solubilizado o extrato, assim como para o grupo de ratos Wistar Kyoto (WKY). Foi
avaliada a capacidade do extrato em reduzir a pressao arterial dos ratos SHR em
relacdo aos valores pressoricos obtidos anteriormente a administracdo e aos grupos

controles SHR e WKY, além das altera¢gfes do ECG.

Veiculo
Dia 1 Dia 2 H. speciosa 200mg/kg
Krigstesia Controle H. Speciosa 400mg/kg
A N TR B ET1 A || T
Cirurgia B T T

Figura 9: Protocolo de avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato da Hancornia speciosa em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar Kyoto (WKY) que receberam por via oral extrato ou

veiculo.

4.9 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais para a avaliacdo da atividade cardiovascular do

extrato etandlico da H. speciosa foram:
Inducdo do aumento PA pela ANG | (protocolo I):

» Grupo 1:Veiculo V.O. + ANG I (1, 10 e 100 pmol) I.V;
= Grupo 2: Captopril 60 mg/kg V.O.+ ANG I (1, 10 e 100 pmol) I.V;
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Grupo 3: H. speciosa 100 mg/kg V.O.+ ANG I (1, 10 e 100 pmol) I.V;
Grupo 4: H. speciosa 200 mg/kg V.O.+ ANG | (1, 10 e 100 pmol) I.V;

Inducdo do aumento da PA pela ANG Il (protocolo II):

Grupo 1: Veiculo V.O. + ANG 1l (0,5; 5 e 50 pmol) I.V,;

Grupo 2: Losartana 30mg/kg V.O. + ANG 11 (0,5; 5 e 50 pmol) I.V,;
Grupo 3: H. speciosa 100 mg/kg V.O. + ANG Il (0,5; 5 e 50 pmol) I.V.;
Grupo 4: H. speciosa 200 mg/kg V.O. + ANG Il (0,5; 5e 50 pmol) I.V;

Inducdo do aumento da PA pela NA (protocolo Il e IV):

Grupo 1: Veiculo V.O. + NA (10, 100 pmol, 1 e 10 nmol) I.V.;
Grupo 2: Veiculo V.O.+ prazosina 0,1 mg/kg I.V. + NA (10, 100 pmol, 1 e 10 nmol)

LV.;

Grupo 3: H. speciosa 100 mg/kg V.O. + NA (10, 100 pmol, 1 e 10 nmol) .V;
Grupo 4: H. speciosa 200 mg/kg V.O. + NA (10, 100 pmol, 1 e 10 nmol) L.V,;
Grupo 5: H. speciosa 100 mg/kg V.O. + prazosina 0,1 mg/kg L.V. + NA (10,

100pmol, 1 e 10 nmol) L.V.;

Indugéo do aumento da PA pelo L-NAME (protocolo V):

Grupo 1: L-NAME 60mg/kg I.V. + Veiculo I.V.
Grupo 2: L-NAME 60mg/kg I.V. + H. speciosa 30 mg/kg I.V.
Grupo 3: L-NAME 60mg/kg I.V. + H. speciosa 100 mg/kg I.V.

Ratos SHR:

Grupo 1: Veiculo V.O. (SHR);
Grupo 2: Veiculo V.O. (WKY);
Grupo 3: H. speciosa 200 mg/kg V.O. (SHR);
Grupo 4: H. speciosa 400 mg/kg V.O. (SHR).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros cardiovasculares avaliados atenderam ao teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov. Foram entdo analisados por One-way ANOVA, seguido do
pos-teste de Bonferroni. Como ferramenta para as analises estatisticas foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA). Os dados foram expressos
como meédia = erro padrdo da média (e.p.m) e as diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de P foi menor ou igual a 0,05 (P<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 EXTRATO ETANOLICO DA Hancornia speciosa

Foram obtidos 69,6 g de extrato etandlico seco das folhas de H. speciosa a
partir de 1,01 kg do material vegetal pulverizado, o que corresponde ao rendimento de
6,9%.

5.2 PERFIL CROMATOGRAFICO

A figura 10 apresenta o cromatograma obtido por RP-HPLC para o extrato
etandlico das folhas da H. speciosa. Foi observado um perfil com predominio de picos
referentes a substancias polares, cujo tempo de retencéo (TR) foi de 0 a 20 minutos.
Poucos picos foram relacionados aos compostos de baixa polaridade, com TR

superior a 35 minutos ou polaridade intermediaria, com TR entre 20 a 35 minutos.

1,804
1,45
120
1.0

0,80

Al

o0
(=L

0.

o ,hJ.l.__J. N . — A —
T T —— T T T T
5 g - -] 3 5 B £

Minutos

Figura 10 — Cromatograma, obtido por RP-HPLC-UV, para o extrato etandlico bruto de folhas de
Hancornia speciosa. Condi¢cdes cromatograficas: eluicdo em gradiente de &cido fosférico 0,1% (A) e
acetonitrila + &cido fosférico 0,1% (B) (5% B — 95% B em 60 minutos, seguido de 5 minutos

isocratico); temperatura 40°C; detec¢do UV,19 nm; fluxo de 1 mi/min.

5.3 PADRONIZACAO E CARACTERIZACAO DAS RESPOSTAS PRESSORICAS
E ELETROCARDIOGRAFICAS INDUZIDAS PELA ANGIOTENSINA I,
ANGIOTENSINA Il E NORADRENALINA.

Foram obtidas curvas dose-respostas de diferentes doses de angiotensina

(ANG I), angiotensinall (ANG Il) e noradrenalina (NA) a fim de caracterizar e
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selecionar 3 ou 4 doses para compor o protocolo de indugédo do aumento da pressao
arterial (PA) em ratos.

A figura 11 apresenta as variacoes maximas da PAS, PAD e FC obtidas apos a
administracéo de diferentes doses de ANG I, ANG Il e NA. As médias dos valores
absolutos estdo apresentadas nas tabelas 2 a 4. Os parametros foram avaliados no
momento da variacdo maxima da PA apds a administracdo das substancias
hipertensoras em relacdo ao controle obtido imediatamente anterior a cada
administracdo. As respostas maximas da PA ocorreram 20 a 40 segundos apoés as
administracdes 1.V., seguida por reducao gradual aos valores normais, por cerca de 5
minutos. Foi possivel verificar que as diferentes doses de ANG I, ANG Il e NA

induziram ao aumento dose-dependente da PAS e PAD.

Foi observado diferenca significativa das variacbes da PAS e PAD entre as
doses de 1 e 10 pmol, 10 e 100 pmol de ANGI. A PA méxima atingida foi de
146 mmHg e 107 mmHg para PAS e PAD, respectivamente, ap6s a administracao de
100 pmol de ANG | (tabela 2).

Em relacdo a ANG I, foi observada diferenca entre as variacdes da PA para as
doses de 0,5 e 5pmol, 5 e 50 pmol. A PA méxima atingida foi de 169 mmHg e
114 mmHg para PAS e PAD, respectivamente, apds 50 pmol de ANG Il (tabela 3).

Foi observado que a NA também induziu a resposta pressora (figura 12), cuja
variacdo maxima ocorreu apds a dose de 10 nmol. A PA méxima atingida foi de
211 mmHg para PAS e 138 mmHg para PAD (tabela 4). Foi observado diferenca
significativa das variacdes da PAS e PAD entre as doses de 10 e 100 pmol, 100 pmol
e 1 nmol, 1 nmol e 10 nmol de NA, confirmando a resposta dose-dependente.

Em relacdo a FC (figura 11), ndo foi observado alteracéo significativa para as
diferentes doses de ANG | e ANG Il. Para a NA foi observada taquicardia associada
aos aumentos pressoricos, sendo significativo para a dose 1 nmol, cujo valor maximo
foi de 250 bpm.
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Figura 11: Variacdo percentual da presséo arterial sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e da frequiéncia
cardiaca (FC) ap6s a administracdo de diferentes doses de angiotensina | (ANG I), angiotensina Il
(ANG II) e noradrenalina (NA) por via intravenosa em ratos anestesiados (n=6). Os valores
representam a média + e.p.m. * P <0,05 em relagdo a variagdo da dose anteriormente administrada de
ANG [; #P <0,05 em relacao a dose anteriormente administrada de ANG Il; § P <0,05 em relacdo a
dose anteriormente administrada de NA — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Tabela 2 — Média dos valores absolutos da pressdo arterial sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e

freqiéncia cardiaca (FC) apés a administracao de 0,1; 1; 10 e 100 pmol de angiotensina | (ANG I).

Parametro Controle 0,1 pmol 1 pmol 10 pmol 100 pmol
PAS (mmHg) 100 + 2,7 103 + 2,2 105 + 3,0 119 + 6,2 146 + 6,6
PAD (mmHg) 72 + 34 74 + 2,9 75 + 3,5 84 + 6,1 107 + 5,6
FC (bpm) 225 4+ 8,6 225 4+ 5,5 210 4+ 8,3 203 + 11,4 196 4+ 10,2

Os valores representam a média + e.p.m. (n=6).

Tabela 3 — Média dos valores absolutos da pressdo arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e

freqiiéncia cardiaca (FC) ap6s a administracdo de 0,5, 5 e 50 pmol de angiotensina Il (ANG II).

Parametro Controle 0,5 pmol 5 pmol 50 pmol

PAS (mmHg) 114 + 3,3 128 + 4,6 140 + 3,5 169 + 3,0
PAD (mmHg) 76 + 25 84 + 4,1 93 + 2,2 114 + 2,2
FC (bpm) 234 + 10,8 224 + 10,5 232 + 121 242 + 159

Os valores representam a média + e.p.m. (n=6).

Tabela 4 — Média dos valores absolutos da pressao arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e

freqiiéncia cardiaca (FC) apés a administracdo de 10 e 100 pmol, 1 e 10 nmol de noradrenalina (NA).

Paréametro Controle 10 pmol 100 pmol 1 nmol 10 nmol
PAS (mmHg) 105 + 3,8 111 + 5,5 125 + 7,9 164 + 9,4 211 = 8,1
PAD (mmHg) 79 + 37 83 * 46 91 + 4.2 114 = 2,7 138 + 1,2
FC (bpm) 195 + 19,6 149 + 12,7 162 + 13,2 210 + 16,0 250 + 6,4
Os valores representam a média + e.p.m. (n=6).
300+
10 nmol NA
4
— 2004 1 nmol NA
f 10 pmol NA 100 pmol NA '
E
- 4
o 400
u T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tempo (min)

Figura 12 - Presséo arterial (mmHg) de rato anestesiado ap6s as administrac@es intravenosas de 10 e

100 pmol, 1 e 10 nmol de noradrenalina (NA).
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Assim, dentre as doses avaliadas, foram selecionadas 3 doses de ANG | e ANG Il
para caracterizagcdo dos parametros cardiovasculares e para compor o protocolo de
avaliagdo da atividade cardiovascular do extrato etandlico da H. speciosa. As doses
selecionadas foram 1, 10 e 100 pmol para ANG | e 0,5; 5 e 50 pmol para ANG Il. Em
relacdo as alteracdes eletrocardiograficas induzidas pela NA, ndo foi necessario

realizar a caracterizacao por ser ja descrito na literatura (Vidal et al., 2010).

Os valores maximos alcancados para os parametros cardiovasculares apos
ANG | e ANG Il, assim como ap0s 0s pré-tratamentos com 0s respectivos farmacos

anti-hipertensivos, estdo apresentados nas figuras 13 el4.

A administragdo 1.V. de 10 e 100 pmol de ANG | induziu ao aumento
significativo da PAS (19 + 6,8 % e 46 + 6,5 %, respectivamente) e PAD (18 £ 0,8 % e
48 + 9,2 %, respectivamente) em relacdo ao periodo controle. O intervalo PR do ECG
aumentou, respectivamente, 8 +1,5% e 11 + 0,7 % apds as administracdes de 10 e
100 pmol, em relagdo ao periodo controle. Ndo foram observadas alteracdes no
intervalo QRS. Foi observado que o intervalo QT aumentou 10 +1,6% e 12 £ 0,7%
apos a administracdo de 10 e 100 pmol, respectivamente. O QTc aumentou

12 +2,3% e 14 + 3,1% apos 10 e 100 pmol, respectivamente (figura 13).

O tratamento com captoprii 50 mg/kg (figura 13), por si s6, reduziu
significativamente a PA e foi capaz de atenuar significativamente o aumento da PA
induzido por ANG I. O efeito da administracdo 1.V. de 10 e 100 pmol de ANG | foi
atenuado pelo captopril, em 18,7 e 22,3 % para a PAS em e PAD em 17,4 e 22,1 %,
respectivamente. Foi observada a reducdo da FC para o grupo captopril apos 10 e
100 pmol. Nao foram observadas alteragdes significativas dos intervalos PR, QRS e
QT do ECG em relagdo ao grupo tratado com o captopril. Para o QTc o captopril

atenuou em 10,8 % o aumento induzido pela ANG | na dose de 100 pmol.

A administracdo L.V. de 0,5; 5 e 50 pmol de ANG Il (figura 14) induziu ao
aumento significativo da PAS (13 £ 2,4 % , 23 £ 3,0 % e 49 + 3,9 %, respectivamente)
e PAD (10 £ 2,2 %, 23+ 2,2 % e 51 £ 5,4 %, respectivamente). Nao foram observadas
alteracdes na FC, intervalos PR e QRS. Foi observado aumento do intervalo QT de
8+£24% e 13+£19% e do QTc em 4£9,0% e 17£3,1% apés 5 e 50 pmol,

respectivamente.
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O tratamento com losartana (30mg/kg) (figura 14) n&o reduziu a PA por si so,
mas foi capaz de atenuar significativamente o aumento da PA induzido pela ANG IlI.
Assim, a losartana atenuou o aumento da PAS em 12,7 e 26,4 %, e PAD em 6,6 e
23,5 %, respectivamente, apos a administracéo de 5 e 50 pmol de ANG Il. N&o foram
observadas alteracdes significativas da FC e intervalos PR, QRS, QT e QTc do ECG

em relagdo ao periodo controle e ao grupo veiculo.
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Figura 13 - Valor absoluto da presséo arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e freqiiéncia cardiaca
(FC) antes (controle) e apés a administracdo de 1, 10 e 100 pmol de angiotensina | (ANG I) em ratos
anestesiados que receberam veiculo ou captopril (50 mg/kg) via oral. Os valores representam a
média t e.p.m. (n=6). * Diferen¢a em relacéo ao periodo controle do respectivo grupo.** Diferenca em

relacdo ao grupo indicado (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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Figura 14 - Valor absoluto da presséo arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e freqiiéncia cardiaca
(FC) antes (controle) e apos a administragcdo de 0,5; 5 e 50 pmol de angiotensina Il (ANG II) em ratos
anestesiados que receberam veiculo ou losartana (30 mg/kg) via oral. Os valores representam a
média t e.p.m. (n=6). * Diferenca em relagdo ao controle.** Diferenga em relagdo ao grupo indicado

(P <0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CARDIOVASCULAR DO EXTRATO ETANOLICO

DE Hancornia speciosa
5.4.1 Modelo de inducéo de alteracbes pressoricas pela angiotensina |

Para a avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato de H. speciosa por
meio da inducdo do aumento da PA pela ANG I, os resultados estdo apresentados
como as meédias dos valores absolutos dos pardmetros cardiovasculares (figura 15) e
variacdo percentual em relacdo ao periodo controle anterior as administracbes de
ANG | (tabela 5).

O extrato da H. speciosa na dose de 200 mg/kg (figura 15), assim como o
captopril, foi capaz de atenuar o aumento da PAS em 5,7 € 9,8% e da PAD em 14,2 e

18,2% apds 10 e 100 pmol, respectivamente.

Foi avaliado o tempo de duracdo da resposta pressora em presenca do
captopril e do extrato apdés cada dose de ANG I|. Apds a administracdo de 10 e
100 pmol de ANG I, com a administracdo prévia apenas do veiculo, a duracdo da
resposta pressora foi de aproximadamente 2 e 4 minutos, repectivamente. Apds o
tratamento com captopril, o tempo da resposta pressora a ANG | 10 e 100 pmol foi de
aproximadamente 1 e 2 minutos, respectivamente. Para o extrato 100 mg/kg, o tempo
de resposta a ANG | 10 pmol foi de aproximadamente 1,5 minutos e, o tempo de
resposta a ANG | 100 pmol foi semelhante ao grupo veiculo. Apés 200 mg/kg do
extrato, ndo foi observado resposta pressora a ANG | 10 pmol e o tempo de resposta
a ANG | 100 pmol foi de 1 minuto. Estes resultados demonstram a atividade inibidora
da ECA in vivo do extrato de H. speciosa e a sua potencial atividade protetora frente a

estimulos pressoricos intensos.

N&o foram observadas alteragdes significativas na FC e intervalo QRS do ECG
entre o grupo veiculo e os demais grupos avaliados apos as doses de ANG | (figura
15). Para o intervalo PR, nos grupos veiculo e H. speciosa 200 mg/kg, foi observado o
aumento apos a administracdo de 10 e 100 pmol de ANG I, em relagédo ao periodo
controle. Para o intervalo QT, foi observado que o extrato da H. speciosa, na dose de
100 mg/kg, amenizou o aumento apos a administragcdo de 10 pmol de ANG | em

9,0 %. Para o grupo tratado com 200 mg/kg do extrato, foi amenizado o aumento do
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intervalo QT em 11,3 % e 8,1 % apos as administracdes de 10 e 100 pmol de ANG |,

respectivamente.

O captopril amenizou o aumento do QTc, em relacdo ao grupo veiculo, em
10,9% ap0os a administracdo de 100 pmol de ANG I. O extrato, na dose de 200 mg/kg,
também amenizou o aumento do QTc apds as administracdes de 10 e 100 pmol de

ANG | em 13,0 e 14,0%, respectivamente.
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Figura 15 - Valor absoluto da pressao arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD), freqiiéncia cardiaca
(FC) e intervalos do eletrocardiograma PR, QRS, QT e indice QTc antes (controle) e apds a
administracdo de 1, 10 e 100 pmol de angiotensina | (ANG I) em ratos anestesiados que receberam
veiculo, captopril (50 mg/kg) e extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 ou 200 mg/kg) via oral. Os
valores representam a média = e.p.m. (n =5 - 6). * Diferenga em relagdo ao grupo veiculo para cada
dose de ANG I. # Diferenca em relagdo ao controle para mesmo grupo (P <0,05, ANOVA one-way

seguido de Bonferroni).
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Tabela 5 — Variagdo percentual da pressao arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD), frequéncia
cardiaca (FC) e intervalos QRS, QT e QTc do ECG apés a administracdo de 1, 10 e 100 pmol de
angiotensina | (ANG 1) em ratos que receberam veiculo, captopril (50 mg/kg) ou extrato da H. speciosa

(100 ou 200 mg/kg) via oral, em relacdo ao periodo controle.

A Dose de ANG |
Paréametro Grupo
1pmol 10pmol 100pmol
Veiculo 46 + 262 194 + 6,80 46,0 * 6,53
PAS Captopril 119 + 6,34 133 + 459 286 + 8,88
(mmHg) H. speciosa 100mg/kg 26 = 131 30 £ 251 36,1 += 5,60
H. speciosa 200mg/kg 42 + 1296 6,3 =+ 327 220 =+ 3,22*%
Veiculo 42 + 366 181 + 8,83 483 + 9,17
PAD Captopril 22,7 + 837 226 + 6,05 486 + 11,61
(mmHg) H. speciosa 100mg/kg 28 + 200 108 + 1,87 56,6 =+ 11,40
H. speciosa 200mg/kg 6,7 *+ 242 105 £+ 355 335 + 523*
Veiculo 05 = 194 51 + 689 50 + 8,73
Captopril -6,9 + 098 -10,1 + 4,11* -140 = 3,97*
FC (bpm) )
H. speciosa 100mg/kg -05 + 0,92 02 + 083 -50 + 265
H. speciosa 200mg/kg -05 + 092 -3, 7 + 398 -130 + 514*
Veiculo 11 + 254 36 + 381 23 + 426
Captopril 29 + 3,04 50 + 420 76 + 391
QRS (ms) -
H. speciosa 100mg/kg 74 + 3,26 6,1 + 1,31 10,7 = 2,10
H. speciosa 200mg/kg 65 + 1,46 52 + 122 119 <+ 1,87*
Veiculo 44 + 136 104 + 155 124 + 0,71
Captopril -1,1 £ 3,17 0,3 + 345* 15 £ 3,44*
QT (ms) :
H. speciosa 100mg/kg 21 + 215 39 £+ 198 79 + 1,66
H. speciosa 200mg/kg 19 + 1,10 44 + 258* 10,3 + 3,40
Veiculo 45 + 163 119 + 233 136 + 3,12
Captopril -34 + 282 -34 + 283 -52 + 4,00*
QTc (ms) -
H. speciosa 100mg/kg -0,2 + 2,28 40 + 3,76 53 + 455
H. speciosa 200mg/kg 31 + 1,28 0,0 + 1,49* 0,2 £ 5,23*

Os valores representam a média + e.p.m. (n = 6).
* Diferenca em relagédo ao grupo veiculo (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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5.4.2 Modelo de inducéo de alteragdes pressoricas pela angiotensina |l

Para a avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato de H. speciosa por
meio do aumento da presséo arterial pela ANG I, os resultados estédo apresentados
como a média dos valores absolutos dos parametros cardiovasculares (figura 16) e
variacdo percentual em relacdo ao periodo controle anterior as administracdes de
ANG Il (tabela 6).

O extrato da H. speciosa na dose de 200 mg/kg (figura 16) foi capaz de atenuar
o aumento da PAS em 11,1 %, 10,4 % e 8,6 % e, da PAD, em 8,9%, 8,6 % e 8,4 %,
apos 0,5; 5 e 50 pmol, respectivamente em relacdo ao grupo veiculo. A losartana

apresentou efeito semelhante ao extrato ao atenuar os aumentos pressoricos.

N&o foram observadas alteracdes significativas na FC e nos intervalos PR e
QRS do ECG entre o grupo veiculo e os demais grupos avaliados ap0s as doses de
ANG Il (figura 16), exceto para o grupo H. speciosa 200 mg/kg, em que foi observado

a reducdo da FC em relacdo ao periodo controle, apds a administracdo de 50 pmol.

Em relagéo ao intervalo QT, foi observado que o extrato de H. speciosa, na
dose de 200 mg/kg, amenizou o aumento ap6s a administracdo de 5 e 50 pmol de

ANG Il, em 13,8 e 11,5 %, respectivamente em relacdo ao grupo veiculo.

A menor dose do extrato amenizou o aumento do QTc, em relagdo ao grupo
veiculo, em 34,4% ap6s a administracdo de 50 pmol de ANG Il. Para a dose de
200 mg/kg de extrato, o aumento do QTc foi amenizado em 13,7 % apds a

administracdo de 50 pmol de ANG II.
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Figura 16 - Valor absoluto da pressao arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD), freqiiéncia cardiaca
(FC) e intervalos do eletrocardiograma PR, QRS, QT e indice QTc antes (controle) e apds a
administracdo de 0,5; 5 e 50 pmol de angiotensina Il (ANG Il) em ratos anestesiados que receberam
veiculo, losartana (30 mg/kg) e extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 ou 200 mg/kg) via oral.
Os valores representam a média * e.p.m. (n=5 - 6). * Diferenca em relagéo ao grupo veiculo para cada

dose de ANG II. # Diferenca em relacdo ao controle para mesmo grupo (P <0,05, ANOVA one-way

seguido de Bonferroni).
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Tabela 6 — Variacdo percentual da pressdo arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD), freqiéncia
cardiaca (FC) e intervalos QRS, QT e QTc do ECG apds a administracdo de 0,5; 5 e 50 pmol de
angiotensina Il (ANG II) em ratos que receberam veiculo, losartana (30 mg/kg) e extrato da H. speciosa

(100 e 200 mg/kg) via oral, em relacao ao periodo controle.

Dose de ANG Il
Parametro Grupo
0,5 pmol 5 pmol 50 pmol
Veiculo 130 + 2,38 23,3 + 3,00 493 + 3,98
Losartana 05 + 587 153 + 5,13* 17,8 + 6,14*
PAS (mmHg) : — — —
H. speciosa 100mg/kg 36 + 334 166 + 589 41,2 + 4,02
H. speciosa 200mg/kg 1,4 + 1,22% 11,1 =+ 3,93% 372 =+ 3,12*
Veiculo 10,3 + 2,19 23,4 + 2728 51,4 + 542
Losartana -
PAD (mmHg) . 6,8 + 4,10 12,9 + 4,30 13,6 + 544
H. speciosa 100mg/kg 49 + 450 185 + 828 44,9 + 7,22
H. speciosa 200mg/kg 08 + 141* 12,4 + 3,63% 38,7 + 4,81*
Veiculo 42 + 1,81 0,3 + 4,99 3,7 + 5,89
Losartana 2,8 + 3,07 15,1 + 9,35 9,8 + 10,66
£C (bpm) . , , , , , :
H. speciosa 100mg/kg -04 + 256 29 + 429 31 + 7,86
H. speciosa 200mg/kg 0,8 = 0,70 0,1 + 1,01 76 = 2,06*
Veiculo 42 + 1,81 0,3 + 4,99 3,7 + 5,809
Losartana 29 + 261 6,7 + 3,12 92 + 2,99
ORS (ms) - , , : , , ,
H. speciosa 100mg/kg 50 + 1,12 44 + 181 8,6 + 1,38
H. speciosa 200mg/kg 09 + 1,33 04 + 221 6,5 + 2,88
Veiculo 1,9 + 0,92 76 + 238 129 + 1,95
Losartana 47 + 410 6,6 + 3,99 91 + 473
oT (ms) - , , : , , ,
H. speciosa 100mg/kg 30 + 1,34 35 + 3,04 11,4 + 2,50
H. speciosa 200mg/kg 08 + 1,33 17 + 3,34 9,9 + 3,61
Veiculo 27 + 2,09 35 + 9,07 16,5 + 3,12
Losartana 26 + 4,36 102 + 4,34 11,4 + 5,09
QTc (ms) -
H. speciosa 100mg/kg 2,6 + 1,46 38 = 256 6,6 + 537
H. speciosa 200mg/kg 39 + 1,63 46 + 3,85 99 * 304

Os valores representam a média £ e.p.m. (n =5 - 6).
* Diferenca em relacéo ao grupo veiculo (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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5.4.3 Modelo de inducéo de altera¢des presséricas pela noradrenalina

Para a avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato de H. speciosa por
meio da inducdo do aumento da pressédo arterial pela NA, os resultados estéo
apresentados como a média dos valores absolutos dos parametros cardiovasculares
(figura 16) e variacdo percentual em relacdo ao periodo controle anterior as

administracdes de NA (tabela 7).

O extrato de H. speciosa na dose de 200 mg/kg (figura 17), foi capaz de
atenuar o aumento da PAS em 11,1 % e 7,8 % e, da PAD, em 15,1%, e 4,4 % , ap0s

1 e 10 nmol, respectivamente em relagéo ao grupo veiculo.

Foi observada alteracdo significativa na FC em todos os periodos avaliados
para 0 grupo que recebeu o extrato na dose de 200 mg/kg e, para 0 grupo que
recebeu o extrato na menor dose, foi observada alteracdo na FC apenas apds a

administracdo de 10 nmol de NA.

N&o foram observadas alteracfes significativas nos intervalos PR e QRS do
ECG entre o grupo veiculo e os demais grupos avaliados apos as doses de NA (figura
17). Em relagdo ao intervalo QT, foi observado que o extrato da H. speciosa, na dose
de 100 mg/kg, amenizou o aumento apds a administracdo de 10 pmol, 100 pmol, 1 e
10 nmol de NA, em 19,4%; 25,4%; 25,8% e 25,2%, respectivamente. Esta resposta foi

superior a resposta obtida para o grupo que recebeu o extrato na dose de 200 mg/kg.

A menor dose do extrato amenizou o aumento do QTc em valores
compreendidos entre 20 a 26%, em relacdo ao grupo veiculo, apds todas as
administracdes de NA. Para a dose de 200 mg/kg de extrato, o aumento do QTc foi

amenizado em 34,1 % apods a administragdo de 10 nmol de NA.
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Figura 17 - Valor absoluto da presséo arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD), frequéncia cardiaca
(FC) e intervalos do eletrocardiograma PR, QRS, QT e indice QTc antes (controle) e apds a
administracdo de 10 e 100 pmol, 1 e 10 nmol de noradrenalina (NA) em ratos anestesiados que
receberam veiculo e extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 ou 200 mg/kg) via oral. Os valores
representam a média + e.p.m. (n=5 - 6). * Diferenca em relacdo ao grupo veiculo para cada dose de
NA. # Diferenca em relagdo ao controle para mesmo grupo. (P <0,05, ANOVA one-way seguido de

Bonferroni).
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Tabela 7 — Variacdo percentual da pressdo arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD), freqiéncia
cardiaca (FC) e intervalos QRS, QT e QTc do ECG apds a administracdo de 10 e 100 pmol, 1 e
10 nmol de noradrenalina (NA) em ratos que receberam veiculo e extrato da H. speciosa (100 e

200 mg/kg) via oral, em relacdo ao periodo controle.

Parame- Grupo Dose de NA
tro 10 pmol 100 pmol 1 nmol 10 nmol
Veiculo 53 + 1,61 19,0 + 3,50+ 559 * 3,91* 100,9 * 2,35*
PAS )
(mmHg) __H- SPeciosa 100mgkg 70 + 238 21,1 + 392 529 + 453 925 * 983
H. speciosa 200mg/kg 29 + 0,90 228 * 455 480 * 166 97,4 + 4,83
Veiculo 56 + 1,45 150 + 2,01* 465 * 4,14* 80,9 * 7,82*
(mprﬁﬁg) H.speciosa 100mg/kg 6,0 + 317 215 + 493 473 + 402 852 + 7,38
H.speciosa200mg/kg 11 + 095 227 + 651 508 + 591 101,3 * 7,29*
Veiculo 1,2 + 043 73 + 300 241 * 461 20,1 * 537
FC (bpm)  H. speciosa100mg/kg 20 + 0,80 -01 + 173 194 + 669 456 + 8,90*
H.speciosa200mg/kg 03 + 061 27 + 381 132 + 521 16,9 * 540
Veiculo 50 + 250 -84 + 7,82 87 * 696 -14,1 * 571
QRS (ms)  H.speciosa100mgkg 00 + 2,78 -06 + 106 32 + 239 232 + 17,03*
H. speciosa200mg/kg 10 + 0,85 25 * 0,42 29 + 348 317 + 2510*
Veiculo 701 + 293 210 * 514 308 + 3,85 320 + 574
QT (ms)  H.speciosa100mgkg 11 + 1,19 84 + 238 125 + 585 169 * 5,14*
H. speciosa 200mglkg 11 + 1,19 84 + 2,38 125 + 585* 16,9 + 5,14
Veiculo 76 + 2,88 240 + 586 40,5 * 440 404 * 7,95
QTc(ms) H.speciosal0Omg/kg 25 + 170 104 + 324 206 * 698 31,7 + 652
H. speciosa 200mg/kg 41 + 115 6,3 £ 1,77 151 + 3,23* 24,5 + 1,44*

Os valores representam a média = e.p.m. (n =5 - 6).
* Diferenca em relagdo ao grupo veiculo (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).

Para a avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato em associacdo com a
prazosina 0,1 mg/kg, por meio da indu¢cdo do aumento da pressao arterial pela NA, os
resultados estdo apresentados como a meédia dos valores absolutos dos parametros
cardiovasculares (figura 18). E importante notar que os resultados dos grupos veiculo

e extrato 100 mg/kg estdo novamente representados para fins de analise.

O tratamento prévio com prazosina (figura 18) foi capaz de atenuar
significativamente o aumento da PA induzido pela NA, sendo para PAS de 24,7 e
35,6 %, e da PAD de 25,7 e 32,4 %, respectivamente apos 1 e 10 nmol de NA, em
relacdo ao grupo veiculo. A associagdo do extrato e da prazosina, além de alterar por
si sO os niveis basais da PAD, atenuou o aumento da PAS em 35,3 e 57,1 %, e da
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PAD em 39,1 e 42,9 %, respectivamente apos 1 e 10 nmol de NA. A reducdo do
aumento da PA, entre 0 grupo que recebeu apenas a prazosina e 0 grupo que
recebeu a associacdo de prazosina e extrato, foi diferente apos a administracao de
100 pmol e 1 nmol de NA, evidenciando o potencial anti-hipertensivo e cardioprotetor

do extrato na dose de 100 mg/kg.

Foi observado o aumento do intervalo PR para o grupo que recebeu o
prazosina apos a administracdo de 10 nmol de NA, em relacdo ao grupo veiculo. Os
grupos que receberam a prazosina e a associacao (prazosina + extrato) apresentaram
o intervalo PR maior do que o grupo que recebeu apenas o0 extrato, sem no entanto,
ter influenciado a FC ap6s as doses de 100 pmol e 1 nmol, que ndo apresentou
diferencas entre estes grupos. Nao foi observada alteracéo significativa do intervalo
QRS do ECG. Em relacdo ao intervalo QT e QTc, a prazosina foi capaz de atenuar os
aumentos induzidos pela NA 1 e 10 nmol. A associagdo (prazosina e extrato) foi
capaz de atenuar os aumentos de QT e QTc de maneira semelhante ao extrato, apos

todas as doses de NA.
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Figura 18: Valor absoluto da pressao arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD), freqiiéncia cardiaca
(FC) e intervalos do eletrocardiograma PR, QRS, QT e QTc antes (controle) e ap6s a administragdo de
10 e 100 pmol, 1 e 10 nmol de noradrenalina (NA) em ratos anestesiados que receberam veiculo
(V.0.), extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 mg/kg, V.0.) e prazosina (0,1 mg/kg, 1.V.). Os
valores representam a média + e.p.m. (n=5 - 6). * Diferenca em relacdo ao grupo veiculo para cada
dose de NA. # Diferenca em relacado ao controle para mesmo grupo ** Diferenca em relacdo ao grupo

indicado. (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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5.4.4 Modelo de inducéo de alteracbes pressoricas pelo L-NAME

Para a avaliacdo da atividade hipotensiva do extrato de H. speciosa sobre o
aumento da PA induzido pelo L-NAME, os resultados estdo apresentados como
variacdo da PA e FC durante 30 minutos ap6s a administracdo I.V. do extrato, nas
doses de 30 e 100 mg/kg (figuras 19 a 21).

Inicialmente, foi observado que a inibicdo aguda da sintese de NO pelo L-
NAME induziu ao aumento da PA (figura 19) em 28% e 39% para PAS e PAD,
respectivamente, acompanhado de bradicardia (reducdo de 9,9% da FC). A média
dos valores basais de PAS e PAD alteraram de 124 + 2,1 mmHg e 88 +4,8 mmHg,
respectivamente, para 159 £11,3 mmHg e 122 + 8,4 mmHg, em 20 minutos apos a
administracdo do inibidor da sintese de NO, momento imediatamente anterior a

administracao do extrato I.V.

200 - Hancornia speciosa

\

1001

PA (mimHg)

10 20 30 40 50

Tempo (min)

Figura 19: Registro do sinal da pressao arterial de rato anestesiado que recebeu por via intravenosa L-
NAME (60 mg/kg) e extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 mg/kg).

O extrato da H. speciosa 100 mg/kg induziu a reducao significativa da PAS
durante os 20 segundos imediatamente ap0s a sua administracdo e pontualmente
aos 60 segundos, 2,5 e 5 minutos, sendo que 0 mesmo ocorreu para a PAD, exceto
para a reducdo aos 5 minutos (figura 20 e 21). Para a menor dose do extrato, a
reducd@o ocorreu aos 10 e 20 segundos apés a administragdo, com redugdo maxima
de 154 +8,5 para 130 +4,2 mmHg da PAS e de 117+ 6,6 para 97 £6,3. Para a

maior dose (100 mg/kg), a reducdo maxima da PA ocorreu em 10 segundos, cujos
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valores reduziram de 171 +222mmHg para 129 +19,5mmHg PAS e de
116 + 11 mmHg para 90 = 14 mmHg para a PAD. Foi observada a reducdo da FC
apos a administracdo do extrato na dose de 30 mg/kg, durante 20 segundos, com
reducdo maxima de 34 bpm (figura 21). Para o grupo que recebeu o extrato na dose

de 100 mg/kg, foi observado aumento da FC em 15 e 30 minutos, com variagédo
méaxima de 5 bpm aos 30 minutos.
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Figura 20 - Variagcdo percentual da presséo arterial sistolica (PAS) apds a administracdo do extrato
etandlico de Hancornia speciosa 30 e 100 mg/kg por via intravenosa em ratos que receberam
previamente L-NAME. Os valores representam a média £ e.p.m. (n = 6). * Diferenca em relagdo ao
grupo veiculo (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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Figura 21 - Variacdo percentual da presséao arterial diastélica (PAD) e freqiiéncia cardiaca (FC) apés a
administragdo do extrato etandlico de Hancornia speciosa (30 ou 100 mg/kg) por via intravenosa em
ratos que receberam previamente L-NAME. Os valores representam a média = e.p.m. (n=6).

* Diferenca em relacgéo ao grupo veiculo (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).

67



5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CARDIOVASCULAR DO EXTRATO ETANOLICO
DE Hancornia speciosa EM RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS

Foi avaliada a atividade cardiovascular do extrato de H. speciosa (200 ou
400 mg/kg) em ratos SHR e WKY conscientes. O extrato ou veiculo foram
administrados V.O. e os sinais cardiovasculares obtidos imediatamente antes e por 6
horas apds administracdo. A PA e FC foram mensurados a cada 15 minutos e os

intervalos do ECG a cada 30 minutos (figuras 22 e 23).

Em relacdo ao periodo controle (tempo O, figura 22), foi observado que o
extrato da H .speciosa foi capaz de reduzir a PA significativamente, o0 que ndo ocorreu
nos grupos que receberam o veiculo (SHR veiculo e WKY veiculo). Para as doses de
200 e 400 mg/kg de extrato, foi observada a reducdo para a PAS de 8,4 e 9,8% e
para a PAD, de 8,1 e 13,5 %, respectivamente. A reducdo maxima observada foi de
12,7% e 17,3 % para PAS e PAD, respectivamente, para a maior dose do extrato
(400 mg/kg) em 180 minutos (tabela 8).

Comparando-se os diferentes grupos a cada tempo avaliado, foi observado que
0 extrato da H .speciosa 200 mg/kg reduziu a PA dos ratos SHR em média de 10,4%
e 9,1% para PAS e PAD respectivamente, em relacdo ao grupo SHR veiculo durante
o0 periodo avaliado. Para a maior dose do extrato (400 mg/kg), houve reducdo de
7,4% e 8,6% para PAS e PAD, em relagdo ao grupo SHR veiculo, sendo a reducéo
maxima de 10,5% para PAS (de 181,8 mmHg para 162,8 mmHg) e de 18,5% para
PAD (de 134 mmHg para 109 mmHg) em 165 minutos.

Foi observado diferenca significativa (ndo apresentada na figura) para a PAS e
PAD de ambos o0s grupos que receberam o extrato em relacdo ao grupo dos ratos
WKY que recebeu o veiculo, em todo o periodo avaliado. A PA dos ratos SHR que
receberam o extrato nas doses de 200 e 400 mg/kg se manteve superior ao grupo
veiculo WKY em 29,6 e 34,0%, respectivamente para a PAS, e para a PAD, em 32,2
e 32,9%, respectivamente.

Em relacdo a FC (figura 22), houve reducdo significativa para o grupo que
recebeu H. speciosa 400 mg/kg em cerca de 8,8% em relacdo ao tempo O (controle),

sendo a redugdo maxima aos 180 minutos. Comparando-se os diferentes grupos, foi
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observado que o extrato 400 mg/kg induziu a reducdo da FC em aproximadamente
3,0 e 7,5% para os grupos SHR veiculo e WKY veiculo, respectivamente.

N&o foi observada alteracédo dos intervalos PR, QRS, QT e QTc dos grupos em
relacdo aos respectivos controles (tempo 0). Foi observado que intervalo QRS no
tempo O foi diferente entre os grupos SHR e o grupo WKY. Foi observada a reducao
do intervalo QT em aproximadamente 5,9% para 0 grupo que recebeu extrato na dose
de 400 mg/kg, a partir de 270 minutos, em relacdo ao grupo SHR veiculo, sendo a
reducdo maxima de 10,3% em 330 minutos. Em relacdo ao QTc, foi observada a
reducao a partir de 210 minutos apds a administracdo da H. speciosa 400 mg/kg, cuja

reducdo maxima foi 10,8% em relacédo ao grupo SHR veiculo.
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Figura 22 - Valor absoluto da pressao arterial sistdlica (PAS, mmHg), diastdlica (PAD, mmHg) e
freqiiéncia cardiaca (FC, bpm) antes e em 360 minutos ap6s a administracdo de veiculo ou extrato
etandlico da Hancornia speciosa (200 ou 400 mg/kg, V.0.) a ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) ou ratos Wistar Kyoto (WKY) conscientes. Os valores representam a média + e.p.m. (n=5 - 6).
* Diferenca em relacéo ao tempo 0 (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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Figura 23 - Valor absoluto dos intervalos PR, QRS e QT do eletrocardiograma (ECG, ms) e QTc antes
e em 360 minutos ap6s a administracdo de veiculo ou extrato etandlico da Hancornia speciosa (200 e
400 mg/kg, V.0O.) a ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ou ratos Wistar Kyoto (WKY)
conscientes. Os valores representam a média = e.p.m. (n=5 - 6). * Diferenga em relagdo ao tempo O.
(P <0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 8 — Variagdo percentual da presséo arterial sistolica (PAS), diastélica (PAD), freqiiéncia cardiaca (FC) e intervalos QRS, QT e QTc do ECG, antes e

por seis horas apds a administracao de veiculo ou extrato da Hancornia speciosa (200 e 400 mg/kg) via oral em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

ou Wistar Kyoto (WKY).

Tempo
Parametro Grupo
60 min 120min 180min 240min 300min 360min

Veiculo SHR 1,1 + 041 0,0 + 0,99 25 + 0,96 04 + 1,25 -0,8 + 1,03 08 + 1,36
PAS Veiculo WKY -1,9 £ 1,29 -42 + 156 20 £ 127 20 £ 127 20 * 127 -3,7 + 1,09
(MmHG)  H.speciosa200mgkg 52 + 158  -68 + 076*  -97 + 170 7.8 + 149*  -04 + 204" 94 + 133"
H. speciosa 400mg/kg 50 + 216 -11,0 + 257 <127 + 197 -105 + 293 93 + 304 76 + 312¢
Veiculo -23 + 1,50 -23 *+ 158 6,1 *+ 343 -3,2 £ 148 6,6 + 173 6,9 £ 252
PAD Veiculo WKY 34 + 1,71 50 + 144 36 + 1,26 73 + 1,04 62 + 1,14 5,9 + 1,03
(mmHg) H. speciosa 200mg/kg 71 + 447 6,1 + 196 97 + 283 -8,7 + 251 -8,6 * 3,90 -8,7 + 227
H. speciosa 400mg/kg 53 + 3,09 -13,9 + 350% -173 + 268" -142 + 376* -132 * 373  -121 * 3,79
Veiculo 49 + 1,84 6,4 * 157 1,1 £ 271 24 + 188 21 * 342 59 + 144
£C (bpm) Veiculo WKY -42 £ 0,76 -1,0 £ 0,69 22 + 164 1,2 £ 175 23 + 162 36 £ 1,14
H. speciosa 200mg/kg -32 £ 351 -4,9 + 3,90 6,9 + 244 32 + 224* -1,2 + 3,90 2,3 + 1,28
H. speciosa 400mg/kg 65 + 2,62 -12,2 + 214" -118 + 333 -8,8 + 297" 72 + 2,35 -3,8 + 3,45

Os valores representam a média = e.p.m. (n =5 - 6).

* Diferenca em relac&o ao grupo veiculo SHR, * Diferenca em relacdo ao grupo veiculo WKY (P < 0,05, ANOVA one-way seguido de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

6.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO ETANOLICO DE
Hancornia speciosa

A andlise foi realizada no cromatografo Waters Alliance 2695, com detector de
arranjo de diodos (DAD, 2996) e obteve-se on-line os espectros no ultra-violeta (U.V.)
dos picos referentes as diferentes substancias. Para os cromatogramas obtidos no
U.V., a intensidade dos picos relaciona-se a concentracdo e absortividade molar do
composto. Dessa forma, a maior intensidade do pico ndo indica necessariamente um

composto majoritario (PAVIA et al., 2001).

O perfil obtido para o extrato bruto da H speciosa indica o predominio de
substancias polares, cujo o tempo de retencdo dos picos foi de 0 a 20 minutos,
semelhante ao descrito por Endringer et al. (2007). Tal semelhanca se justifica pelo
material vegetal ter sido coletado no mesmo local e periodo do ano, além do preparo
do extrato seguir os mesmos procedimentos. Considerando estudos descritos na
literatura sobre a H. speciosa, pode-se associar o maior pico do perfil cromatografico
(14,5 minutos) ao flavondide rutina e outros flavonoides existentes em concentracdes
inferiores. Os picos menores observados nos tempos de 15 a 20 minutos séo
referentes a triglicosideos e os picos verificados apdés 55 minutos séo referentes a
triterpenos esterificados (ENDRINGER, 2007; FERREIRA et al., 2007b). O L-(+)-
borsenitol, que € um dos principios ativos do extrato (CASTRO BRAGA et al, 2009),
nao foi observado no perfil cromatogréafico por se tratar de uma substancia que néao

absorve no ultravioleta, devido a auséncia de grupos cromaoforos.

6.2 PADRONIZACAO E CARACTERIZACAO DOS MODELOS DE INDUCAO DE
RESPOSTA PRESSORIA PELA ANGIOTENSINA | E ANGIOTENSINA I

O modelo de inducdo da alteracbes pressoricas pela administracdo de ANG |
foi utilizado neste trabalho devido as evidéncias existentes sobre a atividade inibitoria
da enzima conversora de angiotensina (ECA) para o extrato de H. speciosa. Serra et
al (2005) foram os primeiros a demonstrar essa atividade em ensaio in vitro, no qual o

extrato apresentou atividade inibitéria da ECA > 50% na concentra¢do de 0,33 mg/ml,
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avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, além de atividade vasodilatadora
em anéis de aorta contraidos com ANG | (SERRA, 2004). A atividade inibidora da
ECA foi demonstrada in vivo por Silva et al. (2011) em camundongos normotensos
tratado com o extrato da H.speciosa, por meio do doseamento dos niveis plasméaticos
de ECA.

Quando administrada por via intravenosa (I.V.), a ANGI| é convertida
imediatamente em ANG Il (ROBINSON et al.,1999) e, na presenca de um inibidor da
ECA, a conversao dos peptideos ndo é realizada (CHRYSANT, 2010; PERAZELLA,
SETARO, 2003; CAT, TOUYZ, 2011), ndo sendo observada a resposta pressora.
Dessa forma, a utilizacdo do protocolo de inducédo da HA pela ANG | objetivou avaliar
a atividade inibitéria da ECA in vivo, comparativamente ao captopril, um inibidor da
ECA tradicionalmente utilizado na terapéutica anti-hipertensiva (WHO, 2003; BRASIL,
2004; (SBC, SBH, SBN, 2010).

A administrac@o 1.V. de ANG Il é um modelo classico que induz ao aumento
dose-dependente da PA apds dose Unica in bolus (SCHEUER, PERRONE, 1993;
COWLEY, McCAA, 1976; KANE, 2010). Este modelo foi utilizado para avaliar a
atividade do extrato em inibir o aumento da PA independente da inibicdo da ECA,
comparativamente a losartana, um anti-hipertensivo antagonista dos receptores AT,
para a ANG Il utilizado na terapéutica (WHO, 2003; BRASIL, 2004; (SBC, SBH, SBN,
2010).

Apesar da utlizacdo experimental de ANGI| e ANG Il como modelos de
inducdo de alteracdes pressoérica para demonstrar a atividade anti-hipertensiva de
substancias ser extensamente descrita (BADYAL et al., 2003; GARDINER et al.,
1993, 1999; JUNIOR et al., 2011; KIMURA et al., 2004), este estudo foi o primeiro a
caracterizar as alteracdes no eletrocardiograma (ECG) induzidas por esses peptideos

angiotensinérgicos como modelo de busca de farmacos cardioprotetores.

As doses de ANG | utilizadas para indugcéo da HA foram baseadas em estudos
prévios. Gardiner et al. (1993), para induzir a hipertensdo em ratos, utilizaram a ANG |
por via I.V. in bolus na dose de 250 pmol/kg, 0 que ocasionou aumento da PA média
em 56 +2 mmHg. Gasparoto Junior et al (2010), para avaliar a capacidade do extrato

de Tropaeolum majus L. em inibir a ECA, utilizaram 10 pmol/kg 1.V. de ANGI e
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verificou o aumento de 50 mmHg na PA média. As respostas das administracdes de
doses equimolares de ANG | e ANG Il sdo maiores em amplitude e duracdo para a
ANG lI, possivelmente pelo fato da ANG | ndo ser totalmente convertida em ANG Il
devido ao efeito de primeira passagem nos pulmdes reduzir a quantidade do peptideo
vasoativo presente inicialmente (HELLER, MOHRMAN, 1997). Dessa forma, as doses
de ANG Il foram determinadas como a metade da dose de ANG I, proporgéao utilizada
por Leite e Salgado (1992) em estudo com ratos, cujas doses foram 20 pmol para
ANG | e 10 pmol para ANG II, por via 1.V. A mesma proporcdo foi utilizada por
Gardiner et al. (1999) em ratos, que receberam por via I.V. in bolus as doses de 1,25;
12,5 e 125 pmol/kg de ANG | e 2.5; 25 e 250 pmol/kg de ANG II.

Entre as doses avaliadas, foram selecionadas 3 doses de cada vasoconstritor
para compor o protocolo de avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato etandlico
de H. speciosa, sendo 1, 10 e 100 pmol para ANG I; 0,5; 5 e 50 pmol para ANG II. A
selecdo destas doses foi baseada na resposta pressora significativa em relagdo a

dose anteriormente administrada.

A dose de captopril (50 mg/kg) V.O. foi a mesma utilizada por Ninahuaman et al
(2007) em tratamento agudo em ratos e por Cienfuegos-Jovellanos et al. (2009) em
ratos SHR, em ambos estudos para comparacdo a produtos naturais com atividade
hipotensiva. Neste trabalho o captopril, por si sO, reduziu os niveis presséricos dos
ratos, o que provavelmente ndo seria verificado se utilizado doses inferiores. Este
farmaco foi eficaz em impedir o aumento da PA pela ANG I, conforme esperado ao
considerar seu mecanismo de agédo. A dose de losartana (30 mg/kg), utilizada em
estudos para tratamento agudo via oral (OZAKI , ALMEIDA, 2009; BOSHRA et al,
2011) também foi eficaz em impedir 0 aumento dos niveis pressoricos induzida pela
ANG II.

Em relagdo as alteracdes induzidas pela ANG | e ANG Il no ECG, foi verificado
o prolongamento do intervalo QT e QTc, parametros que caracterizam taquiarritmias
ventriculares polimorficas (Torsade de Pointes) e consequente morte subita
(NETZER, 2001; CRUMB, CAVERO, 1999; CAVERO, CRUMB , 2005, 2006). Estudos
demonstram a que ANG Il exerce acéo direta sobre as células cardiacas, induzindo
disfuncéo eletro-mecéanica (FISCHER et al., 2007). A ANG Il modula a repolarizacéo

ventricular por acdo direta sobre os canais de ions dos midcitos ventriculares,
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possibilitando alteracdo dos paramatros de repolarizacdo (DE MELLO, CRESPO,
1999; DOMENIGHETTI et al, 2007). Domenighetti et al. (2007), utilizando
camundongos transgénicos que apresentam superproducdo de ANG Il cardiaca-
especifica, observaram o aumento da incidéncia de arritmias ventriculares e
prolongamento do intervalo QT. Estes eventos foram associados ao prolongamento
do potencial de acao de repolarizagdo dos cardiomiécitos e diminuicdo da densidade
das correntes dos canais de potassio retificadores (IK1). Paralelamente, ha reducéo
na codificacdo de RNAmM das subunidades Kir2.1 e Kir2.2 que compdem 0 0s canais
IK1. Outro experimento que demonstra a atividade da ANG Il sobre a repolarizagao
ventricular foi realizado por Rivard et al (2008) em camundongos transgénicos que
superexpressam o receptor humano AT, cardiaco. Foi observado o prolongamento da
duracdo do potencial de acdo, atraso na repolarizacéo, alteracdo em varias correntes
e canais de K' e conseqliente aumento da incidéncia de arritmias. Estudo realizado
com camundongos jovens, antes de desenvolver hipertrofia celular, indica que as
alteracdes elétricas precedem os distlrbios anatdmicos, sugerindo que as alteracdes
arritmogénicas ndo ocorrem como consequéncia do remodelamento cardiaco, mas
estdo associadas diretamente a super-estimulacdo do receptor AT, (RIVARD et al.,
2008). Além disso, ja foi demonstrado que o efeito da ANG Il sobre as correntes
idnicas pode ser revertido quando a producéo ou acao da ANG II for bloqueada com
inibidores da ECA ou antagonistas dos receptores AT,, respectivamente, ocorrendo
efeitos benéficos na prevencdo da mortalidade por arritmias (GONZALEZ-JUANATEY
et al.,1998; BAILLARD, 2000; DIAS DA SILVA, 2002; SACCO et al., 2009). No
entanto, as atividades do captopril e losartana sobre o intervalo QT néo foi observado
neste estudo devido ao carater agudo do tratamento, possibilitando verificar apenas a

atividade destes farmacos sobre a presséao arterial.

Dessa forma, os protocolos padronizados foram eficazes para induzir as
respostas pressoricas, pois foram estabelecidas doses de ANG | e ANG Il capazes de
induzir aumentos significativos da PA. Além do mais, o captopril e a losartana foram
eficazes em impedir ou amenizar o aumento da PA apos as administracdes de ANG |
e ANG Il, respectivamente, 0 que permite comparar a atividade do extrato em
avaliacdo. Este protocolo também é util para avaliar a atividade cardioprotetora de

candidatos a farmacos, uma vez que o intervalo QT pode ser usado para demonstrar
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a capacidade de uma substancia em restaurar ou preservar as propriedades
eletrofisioldgicas dos cardiomiocitos (KOMPA, SUMMERS, 2001).

6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CARDIOVASCULAR DO EXTRATO ETANOLICO
DE Hancornia speciosa

6.3.1 Participagdo do sistema renina-angiotensina na resposta do extrato de

Hancornia speciosa

Os resultados observados para o0s ratos que receberam extrato e ANG |
demonstram a atividade da H. speciosa (200 mg/kg) em impedir os aumentos
pressoricos, sugerindo assim a atividade de inibicdo da ECA, semelhante ao captopril.
No entanto, o extrato foi mais eficaz em reduzir o tempo de resposta a ANG | do que o
captopril (50 mg/kg). Os resultados condizem com os trabalhos in vitro realizados por
Serra et al. (2005) e Endringer et al. (2007), assim como os trabalhos in vivo descritos
por Silva et al. (2011) e Castro Braga et al. (2009). A fracdo ativa do extrato da
H. speciosa contendo a rutina, _-(+)-bornesitol e o acido quinico foi identificada como
responsavel pela atividade inibitoria da ECA, conforme descrito por Endringer et al
(2007). Vérios flavondides exibem atividade inibitéria da ECA in vitro (LACAILLE et
al.,2001; WU, MUIR, 2008), além de propriedades farmacoldgicas relevantes, como
antioxidante e cardioprotetora (WU, MUIR, 2008). Ferreira et al. (2007a) verificou que
o extrato da H. speciosa induz a vasodilatacdo em anéis de aorta com o endotélio
funcional superior a vasodilatacdo induzida pela rutina, sugerindo a participacao de
outro composto na atividade vasodilatadora do extrato. No entanto, os efeitos
cardiovasculares do acido quinico e do borsenitol necessitam ainda de maiores
investigacoes (SILVA et al., 2011).

Estudos com o extrato bruto da H. speciosa, como ja citado, demonstraram
atividade vasodilatadora dependente do endotélio e por um mecanismo dependente
da liberacdo de NO via ativacdo do PI3K (Ferreira et al, 2007b). Silva et al. (2011)
verificaram a reducdo da atividade da ECA e aumento dos niveis plasmaticos de
nitrito em camundongos normotensos que receberam fragdo do extrato da
H. speciosa contendo a rutina, borsenitol e acido quinico. Assim, no presente estudo,

a atenuacao dos valores pressoricos pelo extrato frente a estimulacdo do SRA se

77



deve, provavelmente, a atividade inibitérica da ECA, a atividade vasodilatadora

dependente do NO e a atividade anti-oxidante.

Em relacdo as alteracdes eletrocardiogréficas, foi verificado que o extrato, na
dose de 200 mg/kg, induziu ao aumento do intervalo PR, indicando o aumento do
tempo de despolarizacdo atrial. No entanto, ndo consta na literatura associagao entre
o prolongamento do intervalo PR induzido por farmacos e condi¢bes patoldgicas.
Considerando a associacéo entre o prolongamento do intervalo QT e a ocorréncia de
arritmias ventriculares (CRUMB, CAVERO,1999; CAVERO et al.,, 2000), o extrato
apresentou potencial efeito cardioprotetor no que diz respeito a capacidade de impedir
0 aumento do intervalo QT. Tal observagdo condiz com a atividade cardioprotetora
observada em tratamentos crénicos com inibidores da ECA (GONZALEZ-JUANATEY
et al.,1998; BAILLARD, 2000; DIAS DA SILVA, 2002; SACCO et al., 2009). Varios
mecanismos tem sido propostos para explicar a atividade cardioprotetora dos
inibidores da ECA (SACCO et al., 2009): a modulacéo direta do SRA pela inibicdo da
formacdo de ANG Il, reduzindo a resisténcia vascular e a pés-carga miocardica,
prevencdo da fibrose miocéardica, efeito anti-trofico na proliferacdo dos midcitos
cardiacos (CHRYSANT, 2010; PERAZELLA, SETARO, 2003; CAT, TOUYZ, 2011); e
modulacéo indireta, pela inibicdo da degradacao de bradicinina através da inibicao da
quininase Il e consequente aumento da sintese de NO (KITAKASE et al.,, 2000) e
atenuacédo da sobrecarga de Ca®* (NODE et al., 1998). A atividade cardioprotetora de
outros produtos naturais ja foi relatada, como para a Trichosanthes cucumerina, cujo
extrato etandlico, nas doses de 500 e 1000 mg/kg, apresentou atividade
cardioprotetora ao reduzir os intervalos QT e QRS do ECG de ratos pré- tratados com
doxorrubicina (SHAH ET AL., 2012).

Os resultados observados também demonstraram a atividade da H. speciosa
em inibir os aumentos pressoricos induzidos pela ANG I, assim como a losartana.
Esses resultados confirmam que o efeito hipotensor do extrato ndo € somente por
meio da inibicdo da ECA, conforme descrito por Ferreira et al. (2007a,b), Silva et al
(2011), Castro Braga et al., (2009). Estes estudos demonstraram que o0 extrato
apresenta efeito vasodilatador dependente de Oxido nitrico (NO) e liberagdo do fator
hiperpolarizante do endotélio, induz ao aumento dos niveis plasmaticos de nitrito em

camundongos e possui atividade anti-oxidante, como ja descrito.
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Diante do resultado obtido para o extrato, comparativamente a losartana, €
possivel a existéncia de atividade antagonista sobre os receptores AT;. No entanto é
necessario a realizacdo de estudos complementares. Foi demonstrado que bloqueio
cronico dos receptores AT; ocasiona 0 aumento da secrecao de renina, por meio do
feedback negativo dos receptores AT; as células justa-glomerulares de secrecédo de
renina. Dessa forma ocorre 0 aumento dos niveis de ANG Il que, devido ao bloqueio
dos receptores AT3, estimula os receptores AT, com consequentes efeitos benéficos,
via bradicinina, 6xido nitrico e a via do GMPc (CAREY, SIRAGY, 2003; ATLAS, 2007),
0 que pode ser considerado um efeito adicional dos antagonistas do receptor AT; em
relacdo aos inibidores da ECA (CAREY, SIRAGY, 2003).

Neste protocolo também foi observado o potencial efeito cardioprotetor do
extrato no que diz respeito a capacidade de impedir os aumentos do intervalo QT e
QTc (KOMPA, SUMMERS, 2001). Tal observacdo condiz com a atividade
cardioprotetora observada em tratamentos crénicos com inibidores da ECA
(GONZALEZ-JUANATEY et al.,1998; BAILLARD, 2000; DIAS DA SILVA, 2002;
SACCO et al.,, 2009) e antagonistas dos receptores AT; (BROOKSBY et al., 1999;
OIKARINEN et al., 2003; 2004).

6.3.2 Participacdo do sistema nervoso simpatico na resposta do extrato de

Hancornia speciosa

O modelo de inducdo de alteracBes pressoricas pela administracao I.V. de NA
in bolus foi utilizado no presente trabalho por induzir a alteragdes significativas da PA
(ATKINS; NICOLOSI, 1979; MACHO, VATNER, 1982; VIDAL et al., 2010; HONG et
al., 2011) e por ser um modelo classico de inducéo de arritmias (HASHIMOTO, 2007;
SHIMIZU, 2002), como foi demonstrado no presente trabalho o prolongamento do
intervalo QT do ECG.

Para a determinacdo das doses de NA foram considerados os resultados
obtidos por Vidal et al. (2010) com 1 pg e 3 pg de NA que induziu o aumento da PA
em 55 e 76%, respectivamente. Essas doses correspondem a 4,8 nmol e 14,6 nmol e
foram utilizadas como referéncia para as doses de 10; 100 pmol, 1 e 10 nmol

utilizadas neste estudo.
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A atividade cardiovascular do extrato foi comparada, em associagcdo ou nao, a
prazosina, um farmaco antagonista dos receptores alfa-adrenérgicos (GRAHAM et al.,
1977), utilizado na terapéutica da HA (SBC, SBH, SBN, 2010). A dose de prazosina
(0,1 mg/kg) utilizada foi baseada em estudos que realizaram a administracdo por via
I.V. (GRAHAM, PETTINGER, 1979; ORALLO, 2004).

Foi observado que o extrato da H. speciosa, em ambas as doses, foi capaz de
amenizar as respostas pressoricas induzidas pela NA, assim como a prazosina. Foi
observado que a associacdo (prazosina + extrato) apresentou atividade sinérgica
sobre a PA apoés as administracdes de NA. Tal atividade pode ser relacionada com a
capacidade do extrato em inibir a ECA, como relatado por Serra et al. (2005), Ferreira
et al. (2007) e Silva et al (2011), cujos estudos ja foram detalhados no presente
trabalho, e a existéncia de interacdo entre 0 SRA e 0 sistema nervoso simpatico
(ZIMMERMANN, 1978; BRASH et al., 1993, PAUL et al., 2006). A ANG Il interage
com o sistema nervoso simpdtico, facilitando a liberacdo de NA nas fendas pré-
sinapticas via ativacdo do receptor AT; e de adrenalina das células cromafins da
medula adrenal, aumento do ténus vascular por meio do segundo mensageiro
inositoltrifosfato, aumentando assim o0s efeitos das catecolaminas sobre a
musculatura lisa vascular. Consequentemente, a inibicdo dos efeitos da ANG Il pode
levar a reducao da liberacdo de NA e adrenalina, e consequente diminuicdo do efeito
vasoconstritor (ZIMMERMANN, 1978; BRASH et al.,, 1993; COX, et al.,1999).
Segundo Hong et al (2011), a hipertensédo aguda induzida pela NA induz a reducéo na
resposta a estimulacdo simpética devido a diminuicdo da liberacdo de NA dos
terminais simpaticos, em resposta a ativacdo dos ay-adrenoceptores e conseqiente
inibicdo da liberacdo de NA. Outro potencial mecanismo é o aumento da producéo
dos fatores de relaxamento derivado do endotélio, como um mecanismo
compensatorio para reducdo da PA e estimulacdo da producdo de NO pelas células
endoteliais, sendo estas atividades ja relatadas para o extrato da H. speciosa
(Ferreira et al., 2007 a,b). Dessa forma, pode-se também sugerir a participacdo da
atividade vasodilatadora do extrato da H. speciosa dependente de 6xido nitrico (NO)

na reducéo da PA neste modelo.

A NA induziu ao aumento na FC para as doses utilizadas, o que néo foi

observado para o grupo tratado com a prazosina, conforme demonstrado em varios
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estudos para o0 aumento da atividade simpatica (BENFEY et al., 1984; KLEIJANS et
al., 1984; MACHO, VATNER, 1982; HONG et al., 2011), ndo sendo alterada pela
administracdo do extrato. No entanto, o grupo que recebeu extrato na dose de
200 mg/kg apresentou taquicardia superior ao grupo que recebeu veiculo, inclusive no
periodo controle, anterior a administracdo da NA, o que ndo foi observado para os
grupos que receberam o extrato nos outros protocolos. Foi realizada a analise
estatistica comparando todos os animais que receberam veiculo ou extrato, em
ambas as doses, e nédo foi observada diferenca entre os grupos. Dessa forma, pode-
se considerar que a taquicardia ndo esta relacionada necessariamente ao extrato da

H. speciosa.

O extrato, em ambas as doses, foi capaz de atenuar o prolongamento do
intervalo QT induzido pela NA. A arritmogenicidade produzida pela estimulacdo
simpética € devida, em parte, a facilidade de condugédo e automaticidade, além de
heterogenicidade da repolarizacdo ventricular ou refratariedade (KAUFMAN et al.,
2000; PALLETA et al., 1989). Dessa forma, o extrato também apresentou potencial
efeito cardioprotetor, o que condiz com a atividade cardioprotetora observada em
tratamentos crénicos com inibidores da ECA (GONZALEZ-JUANATEY et al.,1998;
BAILLARD, 2000; DIAS DA SILVA, 2002; SACCO et al.,, 2009). A associacdo do
extrato e a prazosina impediu o prolongamento do intervalo QT de forma semelhante
ao extrato, e a prazosina reduziu o intervalo QT apds a administracdo de 1 e 10 nmol
de NA. A prazosina, um anti-hipertensivo bloqueador a-adrenérgico, ndo esta
associada a alteracdes do intervalo QT, ao contrario dos B-bloqueadores, que séo
cardioprotetores bem descritos na literatura (BONNAR et al., 1999; EGAN et al.,
2005). No entanto, ja foi demonstrado que o prazosin reduz a incidéncia de arritmia
vetricular em cées utilizando a metodologia de ocluséo da artéria coronaria (BENFEY
et al., 1984).

O extrato da H. speciosa, em ambas as doses e em associagdo com a
prazosina foi capaz de atenuar o prolongamento do intervalo QTc induzido pela NA. E
importante considerar que, para substancias que aumentam a duragdo do intervalo
RR do ECG, como a NA, deve-se utilizar o indice QTc para avaliacdo das alteracdes
sobre o intervalo QT uma vez que o aumento do intervalo RR potencialmente

aumentaria também outras variaveis eletrocardiograficas, como o segmento PR e o
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intervalo QT e, dependendo da magnitude destes aumentos, eles poderiam significar,
respectivamente, lentificacdo patoldégica da conducdo atrioventricular (bloqueios
atrioventriculares dos diferentes graus) ou aumento da duracdo da repolarizacao
ventricular (CASTRO et al., 2000).

6.3.4 Participacdo do Oxido nitrico na resposta hipotensora do extrato de

Hancornia speciosa

A inducdo de resposta pressoérica pela inibicdo da sintese do Oxido nitrico
através da administracédo 1.V. de L-NAME 60 mg/kg, dose consistente com trabalhos
existente na literartura (GARDINER et al., 1990; SARRI-SARAF et al., 2008), foi eficaz
para avaliar a atividade hipotensora do extrato, sendo que esta ocorreu por
aproximadamente 20 segundos apOs a administracdo 1|.V., de maneira dose-

dependente.

A atividade hipotensora do extrato dependente do O6xido nitrico j& foi
demonstrada por Ferreira et al. (2007b) e Silva et al. (2011). No primeiro estudo, o
extrato da H. speciosa apresentou atividade vasodilatadora em anéis de aorta
mesentérica por um mecanismo dependente da liberacdo de NO, ativacdo dos canais
de potassio e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio. Silva et al (2011)
observou o aumento dos niveis plasmaticos de nitrito em camundongos normotensos
gue receberam fracdo do extrato da H. speciosa. No presente trabalho, mesmo com a

inibicdo da sintese do 6xido nitrico, o extrato apresentou efeito vasodilatador.

O tratamento crénico com captopril, administrado simultaneamente ao L -
NAME, previne a HA (MOURA, LEAO, 1997), por meio da reducdo do tdnus
simpatico, associada a regresséo da hipertrofia do ventriculo esquerdo (BERNATOVA
et al.,, 2000). Estudo realizado por Moura e Ledo (1997) demonstrou que a
administragao do captopril, durante o efeito pressor do L-NAME, por via I.V. in bolus,
reduziu significativamente o aumento da PA, sem abolir completamente a resposta do
L-NAME, como ocorre no tratamento crénico com o captopril. Esta diferenca € devido
a atividade dos inibidores da quininase Il presente apenas no tratamento a longo
prazo, assim como a reducdo do efeito da vasopressina e liberagdo de fator

hiperpolarizante derivado do endotélio.
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Considerando que neste modelo a vasodilatacdo dependente do NO ¢é inibida,
sugere-se gue a atividade hipotensora do extrato da H. speciosa ocorre neste modelo
devido a capacidade do extrato em inibir a ECA e a atividade anti-oxidante. A
resposta rapida do extrato apos a administracdo 1.V., sem abolir completamente a
resposta do L-NAME condiz com os resultados obtidos por Moura e Le&o (1997) ja

descritos.

6.3.5 Atividade anti-hipertensiva do extrato de Hancornia speciosa em ratos

espontaneamente hipertensos

Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) constituem o modelo de
hipertensdo experimental que mimetiza a hipertensdo essencial humana e tem sido
extensivamente utilizados na pesquisa farmacologica e na avaliacdo da atividade de
candidatos a farmacos anti-hipertensivos (BAILLARD et al., 2000; BADYAL et al.,
2003; KUNDU, RAO, 2008), motivo pelo qual foi utilizado para avaliar a atividade anti-
hipertensiva do extrato da H. speciosa. Foi utilizada a dose de 200 mg/kg, para a qual
foi observada a atividade do extrato em inibir a presséo arterial no modelos utilizando
a ANG |, ANG Il e NA, e o dobro desta dose, 400 mg/kg.

Os ratos SHR utilizados, com 12 a 14 semanas de vida, s&o caracterizados
pela HA severa (BADYAL et al., 2003; KUNDU, RAO, 2008; NG et al., 2011), com
valores de PA superiores ao grupo controle Wistar Kyoto (WKY) (SHIMOMURA et al.,
2010; LU et al., 2010), como observado no presente estudo. A administracao oral do
extrato da H. speciosa 400 mg/kg foi capaz de reduzir a PAS em aproximadamente
9,8%, sendo que a resposta maxima observada correspondeu a reducdo de
186 + 4,8 mmHg para 163 £ 2,2 mmHg. A PAD reduziu cerca de 13,5 %, sendo que a
resposta maxima correspondeu a reducdo de 131 + 4,9 mmHg para 109 + 3,3 mmHg.
No entanto, os valores pressoricos ndo foram reduzidos ao nivel considerado como
normal ou seja, inferiores a 140 e 90 mmHg para PAS e PAD, respectivamente (SBC,
SBH, SBN, 2010). Baillard et al. (2000) administrou tandolapril 1 mg/kg/dia, um
inibidor da ECA, durante 60 dias em ratos SHR. Foi observada a reducéo da PAS de
26%, o que em valores absolutos correspondeu a reducdo de 230 mmHg para
170 mmHg. Dessa forma, mesmo sendo um tratamento crénico, ndo houve a reducgéo

da PAS para o nivel recomendado, como observado no presente estudo.
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Os intervalos QT e QTc dos ratos SHR sdao aumentados em relagcdo aos WKY,
sendo estes parametros associados a ocorréncia de arritmias (CRUMB,
CAVERO,1999; CAVERO et al., 2000), inclusive em ratos SHR (LU et al., 1999).
Desta forma, os ratos SHR sdo um modelo para o estudo dos efeitos da terapia anti-
hipertensiva sobre a repolarizacéo e arritmias (LU et al., 1999; BAILLARD et al. 2000).
Baillard et al. (2000) relatou reducdo do intervalo QT e da massa do ventriculo
esquerdo de ratos SHR submetidos ao tratamento cronico (2 meses) com trandolapril.
No presente trabalho, ndo foi observada a reducédo do intervalo QT e QTc apés a
administracdo do extrato da H .speciosa, provavelmente devido ao carater agudo do
tratamento, uma vez que a capacidade do extrato em reduzir o intervalo QT foi
demonstrada nos modelos de inducdo de aumento pressoéricos pela ANG I, ANG Il e
NA.

A patogénese da HA nos ratos SHR € heterogénea e esta relacionada
alteracdes vasculares e neurais (LERMAN et al., 2005). Os rins estdo relacionados
diretamente um a pato-fisiologia SHR (KUNDU, RAO, 2008) uma vez que o
transplante renal de um rato SHR para WKY aumenta a pressao do animal receptor,
assim como a transferéncia de um rim do WKY para SHR normaliza os valores
pressoéricos (KAWABE et al, 1978). Os ratos SHR séo considerados um modelo
renina-normal (SARIKONDA et al., 2009) uma vez que 0 aumento na atividade da
renina plasmatica e das concentracfes de renina no plasma desenvolvem como
consequéncia do estado hipertensivo per si devido a doenca vascular nefroesclerética
(BAGBY et al., 1979). Vérios estudos reportam que a atividade do sistema nervoso
simpatico € aumentada nos ratos SHR em comparacdo aos WKY (JUDY et al., 1996;
LI et al.; 1997; NAGASE et al., 1996) e Shimomura et al. (2010) confirmou que 0s
niveis plasmaticos de NA estéo significativamente aumentados nos ratos SHR, como

ocorre na hipertensao essencial humana.

A atividade anti-hipertensiva de produtos naturais em ratos SHR ja foi
demonstrada em varios estudos (SHIMOMURA et al., 2010; LUO et al., 2010; NG et
al., 2011), inclusive com atividade inibidora da ECA (HOE et al., 2007; GASPAROTO
et al., 2011) e atividade vasodilatadora endotélio-dependente via abertura de canais
de Kir, Kv, Katp (NG et al., 2011).
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Desta forma, considerando os outros estudos realizados com o extrato da
H. speciosa ja citados neste trabalho (CASTRO BRAGA et al., 2009, ENDRINGER et
al., FERREIRA et al. 2007, 2007SERRA et al. 2005, , SILVA et al., 2011), sugere-se
que atividade anti-hipertensiva do extrato nos ratos SHR € por meio da inibicdo da
ECA e vasodilatacdo dependente da liberagdo de NO, além da atividade anti-
oxidante. Pode-se hipotetizar também, baseando em estudos com inibidores da ECA
(GONZALEZ-JUANATEY et al.,1998; BAILLARD, 2000; DIAS DA SILVA, 2002) a
longo prazo e os resultados obtidos, a atividade cardioprotetora do extrato em
tratamento crénico. Considerando ainda a atividade observada para o extrato em inibir
0s aumentos pressoricos induzidos pela ANG Il e NA, pode-se supor a atividade
antagonista dos receptores AT; de ANG Il e até mesmo atividade sobre os receptores
adrenérgicos dos ratos SHR, sendo necessaria a realizacdo de estudos

complementares.
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7. CONCLUSOES

De acordo com o0s objetivos propostos e os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

1 O extrato etandlico da Hancornia speciosa 200 mg/kg, administrado por via oral,
foi capaz de amenizar o aumento da PA nos modelos de inducdo de resposta
pressoria pela administracdo |.V. de diferentes doses de ANG I, ANGII e
noradrenalina (NA), com resposta semelhante ao captopril (60 mg/kg, V.O.),
losartana (30 mg/kg, V.O.) e prazosina (0,1 mg/kg, 1.V.), respectivamente;

2 O extrato etandlico da Hancornia speciosa (100 e 200 mg/kg, V.O.) apresentou
atividade cardioprotetora sobre o intervalo QT do ECG nos modelos de inducao
de resposta pressoria pela administracdo de ANG I, ANG Il e NA;

3 O extrato etandlico da H. speciosa (30 e 100 mg/kg, I.V.) foi capaz de induzir
resposta hipotensora no modelo de inducdo de aumento pressoricos pela
administragao L-NAME (60 mg/kg 1.V).

4 O extrato etandlico da H .speciosa 200 e 400 mg/kg, administrado por via oral,
apresentou atividade anti-hipertensiva em ratos espontaneamente hipertensos;

5 Os resultados descritos sdo evidéncias que sustentam a espécie como
promissora para o tratamento das doencas cardiovasculares, necessitando de
outros estudos para avaliar a perspectiva da H. speciosa como medicamento

fitoterapico.
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