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RESUMO

A Virola surinamensis, conhecida popularmente como ucuuba, ucuuba branca, ucutiba de
igapo, sucuba, € uma arvore que cresce em varzeas € em bancos de areia em rios na Floresta
Amazodnica. A resina da casca ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de erisipelas
e o chd das folhas ¢ indicado em codlicas, dispepsia, processos inflamatérios e para o
tratamento da malédria. Dentre os constituintes de Virola surinamensis foram descritos
arilpropanoides, neolignanas, lignanas, sesquilignoides, lignodides diméricos, flavonodides,
diarilpropanos, y-butirolactonas, alcaldides e derivados do acido benzoico. Desses, destacam-
se as lignanas e neolignanas por suas atividades anti-parasitaria e anti-fingica. Estudos
farmacoldgicos anteriores descrevem atividade anti-parasitaria dos dleos essenciais, atividade
anti-leishmania, anti-inflamatodria, antifungica, inseticida e gastroprotetora. Este trabalho teve
como objetivo o estudo das agdes farmacoldgicas da fragdo butanoélica padronizada de Virola
surinamensis ¢ a analise dos mecanismos do efeito hipotensor e da potenciacdo da contracao
do musculo esquelético. A padroniza¢ao quimica foi obtida apds particdo do extrato aquoso
das folhas (EA) em butanol dando origem a fracao butanolica (FBut). A purificacao da Fbut
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) originou 10 fragdes de elevado grau de
pureza (F1 a F10) que se encontra em processo de identificacdo. A triagem farmacoldgica do
EA e da Fbut mostrou baixa acdo no SNC. Na pressdo arterial de ratos anestesiados a inje¢ao
endovenosa tanto do extrato aquoso como da fracdo butanodlica produziu hipotensdo
aparentemente associada a uma acdo bloqueadora de receptores ol-adrenérgicos. A Fbut
mostrou-se eficaz na redugdo da pressdo arterial durante o tratamento cronico. As substancias
absorvidas ndo modificaram o comportamento animal no teste de Irwin, mas produziram
hipotensdo reversivel com inicio em torno de 30 minutos, tempo necessario para o
esvaziamento gastrico. O tratamento repetido durante 7 dias também ndo modificou o
comportamento animal, mas houve um efeito residual cumulativo da FBut que a cada dia
reduziu o valor basal da pressao arterial dos ratos. Em anéis de aorta sem endotélio, a Fbut
relaxou o tonus induzido pela noradrenalina de maneira concentragao-dependente, mostrando
que Fbut ndo interfere no sistema NOS. Este efeito foi indicativo de antagonismo competitivo
e reforca as evidéncias obtidas na pressdo arterial de que o mecanismo da hipotensao
produzida pela Fbut ¢ o bloqueio de adrenoceptores do tipo a;. A Fbut potenciou a contracao
obtida por estimulo direto da fibra muscular do diaframa de rato. Em microssomas isolados da
musculatura esquelética do coelho, a Fbut inibiu a atividade da Ca*"-ATPase 4 semelhanca da
tapsigargina, indicando que a potenciagdo da contra¢ao do diafragma parece estar relacionada
a diminuicio da recaptagio de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico.

: . : ~ . . N
Palavras chaves - Virola surinamensis, pressdo arterial, musculatura esquelética, Ca®'-
ATPase
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ABSTRACT

Virola surinamensis (Myristicaceae), popularly known as ucuuba, ucuuba branca and
sucuuba, is widely distributed in flooded areas of the Amazonian Forest. The bark resin is
used in the folk medicine to treat erysipela and the tea of the leaves, to treat colics, dyspepsia,
inflammations and malaria. The main constituents described for V. surinamensis are
arylpropanoids, neolignans, lignans, lignoids, flavonoids, diarylpropanes, y-butirolactones,
alkaloids and acid benzoic derivatives. Among them, lignans and neolignans showed anti-
parasitic and anti-fungal activities. Previous pharmacological studies described anti-parasitic
effect of the essential oils and anti-leishmania, anti-inflammatory, anti-fungal, insecticide and
gastroprotective actions. The aim of this work was to study the pharmacological activity of
the standardized buthanolic fraction of Virola surinamensis and the mechanisms of the
hypotensive effect and the potentiation of the skeletal muscle contraction. The chemical
standardization was obtained after partition of the leaves aqueous extract (AE) in n-buthanol
originating the buthanolic fraction (BuF). The BuF purification by high performance liquid
chromatography (HPLC) originated 10 high purity fractions (F1 to F10) that are still in
identification process. The pharmacological screening of AE and BuF showed low action in
the CNS. In the arterial blood pressure of anesthetized rats, the intravenous injection of both
AE and BuF produced hypotension apparently associated with the al-adrenoceptors blockade.
The BuF was effective to reduce the arterial blood pressure in the chronic treatment also. The
absorbed substances did not modify the animal behavior in the Irwin Test, but produced
reversible hypotension initiating in 30 min, time necessary to the gastric emptiness. The
treatment during 7 days did not modify the animal behavior, but there was a residual
accumulated effect of the BuF reducing the basal arterial blood pressure of the rats. In the
isolated aortic rings without endothelium, the BuF relaxed the tonus induced by noradrenalin
in a concentration-dependent manner, showing that BuF did not interfere with the NO system.
This effect was indicative of a competitive antagonism and reinforced the evidences obtained
in the arterial blood pressure that the mechanism of the hypotension produced by BuF was the
a; adrenoceptors blockade. The BuF potentiated the direct elicited twitches of the rat
diaphragm. In microssomes isolated from the rabbit skeletal muscle, BuF inhibited the Ca**-
ATPase activity similarly to thapsigargin, indicating that the potentiation of the diaphragm
contraction may be related to the decrease in the Ca*' uptake by the sarcoplasmic reticulum.

Keywords - Virola surinamensis, Blood pressure, Skeletal muscle, Ca®*-ATPase
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1. INTRODUCAO

Atualmente cerca de 60% dos medicamentos utilizados na terapéutica médica sdo de
origem sintética e cerca de 40% sdo de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-
sintese (CALIXTO, 2000). No entanto, durante os Ultimos 20 anos, os farmacos de origem
natural que apareceram no mercado foram, quase na totalidade, oriundos das pesquisas
cientificas de paises como China, Coréia e Japao, sendo que a contribui¢@o dos outros paises €
bem menor (LOZOYA, 1997).

As plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de grande relevancia na
area farmaceéutica, tendo em vista a utilizagdo das substancias ativas isoladas como prototipos
para a obtencdo de firmacos, para a obtencdo de adjuvantes, ou ainda, de medicamentos
elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: os medicamentos fitoterapicos
(SCHENKEL et al., 2001).

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta administrada sob qualquer
forma e por alguma via ao homem, exercendo algum tipo de acdo farmacologica. As plantas
podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas
empregadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem matéria-prima para
manipulacdo e, por ultimo, as empregadas na industria para obtengdo de principios ativos ou
como precursores em semi-sintese (SILVA; CARVALHO, 2004).

Viérias empresas nacionais tém empregado matéria-prima vegetal diretamente na
elaboragdo de fitomedicamentos. No Brasil, 20% da populagdo sdo responsaveis por 63% do
consumo dos medicamentos disponiveis e o restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente as plantas medicinais, a TUnica fonte de recursos terapéuticos

(HOSTETTMANN; VIEIRA, 2003).
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Existem na Terra entre 350.000 e 550.000 espécies de plantas, mas grande parte delas
ainda ndo tem estudos quimicos, analiticos e farmacologicos para permitir a elaboracao de
monografias completas e modernas. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo
cientifico quanto a eficacia e seguranca. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram
estudadas de alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem
grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacologicos. Esses dados demonstram
o enorme potencial das plantas para a descoberta de novos fitoterapicos e fitomedicamentos
(HOSTETTMANN; VIEIRA, 2003; NODARI; GUERRA, 1999; CRAGG et al, 1993;
HAMBURGER et al, 1991).

A ANVISA, MS define tecnicamente o Fitoterapico (Plantas Medicinais) como “todo
medicamento tecnicamente obtido e elaborado empregando-se exclusivamente matérias
primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnostico, com beneficio
para o usuario (Portaria n® 6, 1995). Esta definicdo de Fitoterapico se confunde, portanto, com
a definicdo de medicamento: “Produto farmacéutico tecnicamente obtido ou elaborado com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico” (Resolugdo RDC
84/2002).

A malaria, também conhecida como impaludismo, ¢ uma doenga infecciosa que ¢
causada por protozoarios. As manifestacdes clinicas podem incluir dores de cabeca, febre
recorrente periodicamente (no periodo de 48 a 72 horas), calafrios, mialgia, sudorese,
esplenomegalia, prostragdo, ¢ a presenca de anemia alta nos casos de maldria grave nas
criangas ¢ mulheres gravidas. Malaria grave por P. falciparum humano pode incluir sintomas
neurolédgicos, como o delirio e convulsdes, acidose metabolica, falha multipla de orgaos e, se
ndo tratada adequadamente, pode levar ao coma e morte (FIDOCK et al., 2004).

Os agentes etiologicos da malaria sdo protozodrios que pertencem ao género

Plasmodium, Filo Apicomplexa, e familia Plasmodidae. Quatro espécies de parasitas da
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malédria sdo patogé€nicas para os seres humanos: P. falciparum, P.vivax, P. ovale e P.
malariae. O P. ovale parece ser limitada a Africa subsaariana e em algumas ilhas do Pacifico
Ocidental, enquanto o P. falciparum e P. vivax sdo prevalente em paises endémicos de
malaria, como o Brasil. P. falciparum é o agente de graves e potencialmente fatais malaria
humana (KRETTLI et al., 2001).

A malaria representa mais de um milhdo de mortes a cada ano, dos quais mais de 80%
ocorrem na Africa Tropical, onde esta doenga ¢ a principal causa de mortalidade em criangas
menores de cinco anos de idade (CUNICO et al., 2008).

No Brasil estima-se que ocorrem anualmente 500.000 casos, principalmente na Regido
Amazodnica. Apesar da importancia dessa doenca, tem havido pouco incentivo econdmico
para o desenvolvimento de novas terapias a base de drogas antimaléricas. Ha uma necessidade
crescente de medicamentos eficazes, com novo mecanismo de agdo, devido a alta taxa de
mutagdo do parasita, que leva ao desenvolvimento de resisténcia. Uma das fases criticas do
ciclo de vida do parasita durante a infeccdo humana ¢ a degradacdo da hemoglobina que
fornece nutrientes para o seu crescimento € maturacdo (COOMBS et al., 2001).

O parasita causador da forma maligna da malaria, o P. falciparum, freqiientemente
apresenta resisténcia a cloroquina, o medicamento mais barato e mais utilizados para malaria
(WHO, 2008). Outro problema de resisténcia a drogas relativa em P. falciparum ¢é a
ocorréncia de resisténcia cruzada entre os farmacos pertencentes a mesma familia quimica
(WHO, 2001).

A resisténcia as drogas tem um papel importante na ocorréncia e gravidade das
doengas epidémicas no mundo (MAJORI, 2004). Além disso, ha uma grande disparidade
entre a importancia da saide publica de doengas tropicais, como maldria, bem como o
montante de recursos investidos no desenvolvimento de novos medicamentos para combater

estas doencas (WHO, 2001).
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A resisténcia a cloroquina do P. falciparum levou ao uso de outras drogas para tratar a
malaria, incluindo amodiaquina, sulfadoxina-pirimetamina, mefloquina, e derivados de
artemisinina como o artesunato (SNOW et al., 2005).

Como conseqiiéncia da resisténcia aos medicamentos, drogas como o quinino,
primaquina, cloroquina, mefloquina e sdo ineficazes no tratamento da maldria em muitas
regides endémicas do mundo (SCHLITZER, 2007). Assim, o desenvolvimento da
farmacoterapia de novos medicamentos ¢ necessario. Diferentes classes de produtos naturais,
tais como terpenos (MESHNICK, 2002), flavondides, (CHEA et al., 2007) (AUFFRET, 2007;
FROELICH et al., 2007) e alcaldides, foram estudadas quanto a atividade antimalarica.

Em vista da resisténcia progressiva e rapida dos plasmodios aos antimalaricos
existentes, e a rara introducdo de novos medicamentos efetivos nessa patologia humana, ¢
importante a busca de novos compostos inovadores com aquela atividade e a biodiversidade
brasileira, principalmente na Amazonia, ¢ privilegiada por contar com relatos populares que
indicam o uso de extratos vegetais no tratamento daquela parasitose. Na medicina popular,
plantas da familia Myristicaceae sao utilizadas com aquela finalidade.

Os indios Waiapi do Amapa utilizam as folhas de V. surinamensis, por inalagdo de
seus vapores, para o tratamento da malaria (LOPES et al., 1999). A Virola surinamensis,
conhecida popularmente como “ucuuba”, “ucuuba-branca”, “ucuuba de igapd”, “sucuba”, ¢
uma arvore que cresce em varzeas € em bancos de areia em rios na floresta amazodnica
(RODRIGUES, 1980).

A resina da casca ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de erisipelas e o
cha das folhas ¢ indicado em célicas, dispepsia e processos inflamatoérios (SCHULTES, 1971;
BERGER, 1992). Estudos in vitro confirmaram a atividade antiparasitaria dos o6leos

essenciais extraidos de V. surinamensis, tendo sido o nerolidol o principal constituinte ativo
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na inibi¢do do crescimento parasitario. Sua atividade foi atribuida a inibicao de sintese de
glicoproteinas na fase trofozoita do P. falciparum (LOPES et al., 1999).

Dentre os constituintes de Virola surinamensis foram descritos arilpropanoides,
neolignanas, lignanas, sesquilignoies, lignoides diméricos, flavonoides, diarilpropanos, y -
butirolactonas, policetideos, alcaloides, estilbendides, e derivados do acido benzodico (LOPES,
1997). Desses destacam-se as lignanas e neolignanas por suas atividades antiparasitarias
(ROMOFF; YOSHIDA, 1997), antifungica (RODRIGUEZ et al., 1996; PAGNOCCA et al.,
1996; LEMUS; CASTRO, 1989).

A atividade gastroprotetora descrita para a seiva de V. surinamensis foi atribuida a
presenca de flavonoides (HIRUMA-LIMA et al., 2009). A estrutura basica das antocianidinas
¢ o cation flavilium, a partir do qual se tem as seis antocianidinas mais comuns: pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (GREENWAY, 1991; DEY;
HARBORNE, 1989). As antocianidinas sdo glicosideos que possuem agucar na posicao trés
do anel intermediario e participam do processo de formacao de prostaglandina endoperdxidos,
como prostaciclinas instaveis, que inibem a agrega¢ao de plaquetas no processo de prevencao

do estagio inicial da trombose.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar as agdes farmacologicas do extrato Aquoso padronizado das folhas da Virola
surinamensis € analisar os mecanismos do efeito hipotensor e da contracdo do musculo

esquelético.

2.2 Objetivos Especificos

Padronizagdo do extrato aquoso através do perfil cromatografico dos extratos em

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Anadlise quantitativa dos efeitos na pressdo arterial;

e Determinacdao das acdes no acoplamento excitacdo-contragdo na musculatura

esquelética;

e Determinacio das acdes na atividade da Ca’"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de

musculo esquelético de coelho.
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3. Revisao bibliografica

3.1 A Familia Myristicaceae

Mpyristicaceae ¢ uma familia de arvores de tamanho médio e grande porte,
angiospermas, largamente confinado aos habitat de terra firme e floresta de varzea. Cerca de
500 espécies em 21 géneros sdo endémicas em uma das quatro areas a seguir: América do Sul
e Central (seis géneros), Africa Continental (cinco géneros), Madagascar (quatro géneros) e
Sudeste Asiatico para o Pacifico Ocidental (seis géneros) (SAUQUET et al., 2003).

Familia de distribui¢do consideravel em algumas regides constitui-se num dos mais
importantes elementos da flora regional. Particularmente a Bacia Amazodnica ¢ o centro de
distribuicdo da familia no continente sul-americano, onde certas espécies sdo muito comuns.
(BELOTA, 1994).

Caracterizada principalmente, por apresentar quase que exclusivamente arvores
medianas, arvoretas e arvores de dossel, raramente arbustos, a familia Myristicaceae pode ser
reconhecida, quando em estado vegetativo, por algumas caracteristicas peculiares, como:
tronco com entrends bem definidos; casca do tronco, quando cortada ou ferida, exsudando
seiva avermelhada em geral abundante e translicida que em contato com o ar se oxida,
passando a vermelho (exceto em Osteophloeum Warb.); folhas coriaceas, inteiras e sem
estipulas; peciolo profundamente canaliculado; filotaxia alterna, distica (RIBEIRO et al.,
1999).

Mpyristicaceae sdo consideradas florais e uniformes (SMITH; WODEHOUSE, 1937;
SINCLAIR, 1958, 1961, 1968, 1974, 1975). As flores de Myristicaceae sdo relativamente
pequenas e sempre unissexuais, com um unico ciclo perianto de trés pétalas (em média) que

sdo fundidos em diferentes graus. Todas as flores femininas sdo unicarpelar e uniovulate e
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toda a familia. As flores masculinas sio as mais diversas entre as familias (KUHN;
KUBITZKI, 1993).

Muitas espécies do género Virola sdo de grande importancia ecologica e econdomica
sendo usados em larga escala na fabricacdo de caixas, moveis, tanoaria, compensados e
laminados (LOUREIRO et al., 1989). E, como conseqiiéncia do processo industrial, permite o
uso dos residuos de produ¢ao na confecg¢ao de papel tipo Kraft de boa qualidade, além de ser
uma boa madeira para o aproveitamento racional, como fonte de celulose e papel.

Destaca-se na familia o género Virola, cuja espécie arborea ¢ abundante na floresta
Amazonica (ROMOFF; YOSHIDA, 1997).

Virias espécies de Myristicaceae sdo utilizadas para fins medicinais na forma de cha,
emplastros, gorduras, oOleos, decocgdes e cataplasmas de diferentes partes da planta
(GOTTLIEB, 1978). Atividades alucinogénicas, antimicrobianas e anti-reumaticas foram
atribuidas a varias espécies de Myristicaceae (AGURREL et al., 1969; SCHULTES; SWAIN,
1976). A resina de varias espécies de Virola ¢ utilizada para obten¢ao do rapé alucinogénico
(epend) utilizado em cerimonias religiosas pelos indios Waikéd e como veneno de langas para a
caca. Os alcaldides triptamina e B-carbolina foram identificados como constituintes ativos

(SCHULTES; HOLMSTED, 1971).
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3.2 Virola surinamensis

2 13

A Virola surinamensis, conhecida popularmente como “ucuuba”, “ucuuba-branca”,
“ucutiba de igap06”, “sucuba”, é uma arvore que cresce em terra firme, varzeas e nas margens
dos rios na floresta amazonica (RODRIGUES, 1980). A resina da casca ¢ utilizada na
medicina popular para o tratamento de erisipelas e o chd das folhas ¢ indicado em colicas,
dispepsia e processos inflamatérios (SCHULTES; HOLMSTED, 1971; BERGER, 1992). Os
indios Waiapi do Amapa utilizam as folhas de V. surinamensis, por inalagao de seus vapores,
para o tratamento da maléria (LOPES et al., 1999). Estudos in vitro confirmaram a atividade
antiparasitaria dos oleos essenciais extraidos de V. surinamensis, tendo sido o nerolidol o
principal constituinte ativo na inibi¢do do crescimento parasitario. Sua atividade foi atribuida
a inibicdo de sintese de glicoproteinas na fase trofozoita do P. falciparum (LOPES et al.,
1999).

Destacam-se entre as diversas classes de compostos que ocorrem na Virola
surinamensis as lignanas e neolignanas, devido a diversidade de atividades biologicas
mostradas (ROMOFF; YOSHIDA, 1997).

Dentre os constituintes de Virola surinamensis foram descritos arilpropanoides,
neolignanas, lignanas, sesquiligndides, lignoides divéricos, flavonoides, diarilpropanos, y -
butirolactonas, policetideos, alcaloides, estilbendides, e derivados do acido benzodico (LOPES,
1997). Desses destacam-se as lignanas e neolignanas por suas atividades antiparasitarias
(ROMOFF; YOSHIDA, 1997), antifungica (RODRIGUEZ et al., 1996; PAGNOCCA et al.,
1996; LEMUS; CASTRO, 1989).

As neolignanas virolina e surinamensina isoladas das folhas da planta protegeram
contra a penetracdo de cercarias de Schistossoma mansoni em pele de camundongos

(BARATA et al.,, 1978). As lignanas veraguensina e grandisina isoladas dos galhos foram
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ativas contra a forma triposmastigota de Trypanossoma cruzi (LOPES et al., 1998).
Surinamensina e outras neolignanas isoladas de V. surinamensis e V. pavonis apresentaram
também atividade anti-leishmania (BARATA et al., 2000).

A atividade leishmanicida nas espécies V. oleifera, V. surinamensis, V. donovani e V.
pavonis foi atribuida a presenga de neolignanas (FERNANDES et al, 1994) como a
surinamensina (PINTO et al., 1998; BARATA et al., 2000). A propriedade antioxidante foi
confirmada para V. carinata e V. sebifera, mas ndo foi detectada em V. elongata (DAVINO et
al., 1996). Constam ainda relatos das atividades antitumoral, tripanossomida, cercaricida e
moluscocida de V. surinamensis (LOPES et al., 1996, e 1998), alucinogénica de V. duckei
(BENNETT; ALARCON, 1994), inseticida de V. calophylla (MILES et al., 1987) ¢ anti-
hemorragica de V. koschnyi (CASTRO et al., 1999).

A atividade gastroprotetora descrita para a seiva de V. surinamensis foi atribuida a
presenga de flavonodides (HIRUMA-LIMA et al., 2009). A estrutura bésica das antocianidinas
¢ o cation flavilium, a partir do qual se tem as seis antocianidinas mais comuns: pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (GREENWAY, 1991; DEY;
HARBORNE, 1989). As antocianidinas sdo glicosideos que possuem agucar na posi¢ao trés
do anel intermediario e participam do processo de formacao de prostaglandina endoperéxidos,
como prostaciclinas instaveis, que inibem a agregagao de plaquetas no processo de prevengao
do estagio inicial da trombose.

As lignanas tetrahidrofuranicas isoladas de madeiras e folhas adultas apresentaram
atividade tripanocida contra varias formas tripomastigota de Tripanosoma cruzi, agente
etioloégico da doenga de Chagas (LOPES et al., 1996, 1998). Recentemente, o processo de
obtencao e uso das lignanas de V. surinamensis contra a doenga de Chagas foi patenteado (Br,

0 INPI 9.903.472-7).
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Grandisina presente em neolignana em varias espécies de plantas do Norte ¢ Nordeste
do Brasil ¢ usado na medicina popular para o tratamento de uma variedade de transtornos,
especialmente colica, inflamacao, artrite, transtornos hepaticos e dispepsia (AYRES; LOIKE,
1990).

Neolignanas sdo dimeros oxidativo de alil-fenol e propenil-fenol entre si ou cruzado, e
fazem parte da composicdo da parede celular da planta. Estes compostos sao
predominantemente encontrados em arvores e arbustos e se acumulam na madeira em
resposta a danos mecéanicos ou ataque de microrganismos (SIMOES et al., 2004), e assim
como lignanas, estes compostos desempenham um papel importante na defesa da planta,
agindo como agentes antimicrobianos, antifungicos e inseticidas (DEWICK, 2002).

Diferentes atividades farmacolégicas da Grandisina foram demonstradas in vivo ou em
modelos in vitro, tais como atividades antiviral, antireumaticos, antineopldsicos e
antipsoriatico (LOPES ef al., 1998) Grandisina bem como outras lignanas e neolignanas

extraidos de plantas tém um efeito analgésico e antiinflamatério (CARVALHO et al., 2009).
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3.3 Pressao Arterial

Para que a troca de materiais ao nivel dos capilares entre o sangue ¢ as células do
organismo se faca de forma eficiente, ¢ essencial, particularmente, em tecidos com o
metabolismo muito sensivel, como no sistema nervoso central, que o aporte de oxigénio pelo
sangue arterial seja constante e nao intermitente (DAVIES, 1995).

A resisténcia que faz com que o ventriculo ao esvaziar o seu conteudo nas artérias
encontre maior facilidade em distendé-las do que em drenar, instantaneamente, todo o sangue
pelas arteriolas. O volume de sangue armazenado durante o esvaziamento (sistole) sera
enviado a periferia no periodo em que o ventriculo estiver no processo de enchimento
(diastole). Portanto, o sistema arterial funciona como uma camara elastica de alta pressdo que
amortece as flutuagdes de descarga da bomba cardiaca, assegurando um fluxo permanente ao
nivel dos capilares (DAVIES, 1995).

Durante a sistole ventricular, a pressao se eleva até atingir um maximo, chamada,
também, de pressao sistolica. Depois, a medida que o sangue acumulado vai sendo transferida
para os capilares, a pressdo nas artérias vai caindo, lentamente, até atingir um valor minimo
(pressao diastolica), imediatamente antes de iniciar-se o ciclo seguinte. Gragas a combinacgao
entre a descarga intermitente da bomba cardiaca e a alta resisténcia das arteriolas, acoplada a
elasticidade das artérias, o organismo consegue manter um aporte constante de sangue para
irrigar os tecidos. O custo desse processo € que as artérias sdo, permanentemente, submetidas
a uma elevada pressao pulsatil: cerca de 120 milimetros de mercurio de pressdo maxima, ou
sistolica, e cerca de 80 milimetros de mercurio de pressdo minima ou diastolica

(FRANCHINI; KRIEGER, 1994).
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A resisténcia das arteriolas, que ja ¢ elevada, aumentar mais ainda, deve haver uma
elevagdo adicional de pressdao no sistema arterial para assegurar um fluxo inalterado nos
capilares. Elevando-se a press@o minima no sistema (acima de 90 milimetros de mercurio), o
coragdo ¢ obrigado a aumentar também a pressdo de descarga (a méaxima tende a ficar acima
de 130-140 milimetros de merctrio). Como a resisténcia das arteriolas depende basicamente
do seu calibre, sua redugdo eleva a pressdo arterial, sendo geralmente responsavel pela
hipertensao. (FURCHGOT; ZAWADSKI, 1981).

A diminuicdo do calibre acontece pelo aumento da contragdo da musculatura que
regula a luz do vaso, pelo espessamento dessa musculatura que passa a ocupar parte da luz, ou
pela combinagdo dos dois fatores. A hipertensdo, portanto, pode ser causada pelo
desequilibrio entre a produgdo aumentada de fatores vasoconstritores (0s nervos simpaticos e
as catecolaminas, a angiotensina, a endotelina e etc.) e ou pela produgdo deficiente de fatores
vasodilatadores (6xido nitrico, bradicinina, etc.), com o consequente aumento do grau de
contracdo da musculatura das arteriolas (FURCHGOT; ZAWADSKI, 1981).

Mas fatores anatomicos, estruturais, também podem reduzir o calibre vascular de
forma permanente. Até mesmo os fatores vasoconstritores, que ativamente contraem o vaso,
exercem um efeito trofico, estimulando o espessamento da camada muscular (hipertrofia
muscular). Esquematicamente, a resisténcia elevada, que acarreta hipertensdo em um
determinado individuo, pode resultar do aumento da producao de fatores vasoconstritores e ou
da diminuicdo de fatores vasodilatadores, ou, ainda, da maior capacidade de reagdo da
musculatura das arteriolas aos estimulos normais. A combinagdo desses fatores poderia
determinar uma diminuicdo ativa, funcional, do calibre das arteriolas e a consequente
hipertensao (INAGAMI et al., 1995).

A parede dos vasos de resisténcia consiste, primariamente, de células musculares lisas,

separadas da luz por uma camada de células endoteliais (INAGAMI et al., 1995).
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Substancias vasoativas sdo produzidas pelas células endoteliais, células musculares
lisas, células parenquimatosas e, também, s3o liberadas pelas terminagdes nervosas na
intimidade das camadas de células musculares lisas. Além disso, os vasos sdo, continuamente,
expostos a substancias vasoativas circulantes (angiotensina, vasopressina, por exemplo) que
podem atuar como agentes vasoativos, tanto por acdo direta no musculo liso vascular como
por intermediérios liberados das células da estrutura vascular. Os vasos sdo, também
continuamente, expostos a forgas como pressdo transmural e atrito do fluxo sanguineo na
camada endotelial. Esses multiplos estimulos interagem para controlar a atividade contratil
das células musculares lisas vasculares e, portanto, controlar o didmetro do vaso, controlando
a resisténcia periférica e o fluxo sanguineo (JULIUS, 1992).

Vasodilatacdo e vasoconstricio dos vasos de resisténcia sdo fundamentais para os
ajustes a aumentos e diminui¢des da demanda metabolica dos tecidos. O simpatico domina e
coordena o grau de vasoconstri¢ao nas diversas regides da circulagdo sist€émica. Essa resposta
neural capacita a rapida redistribui¢do do fluxo sanguineo as 4areas funcionalmente
importantes para atividades especificas (FURCHGOT; ZAWADSKI, 1981).

O tonus adrenérgico vascular resulta da ativagdo de receptores a;-adrenérgicos com
consequente ativacao da fosfolipase C da membrana celular e liberagdo de IP; e diacilglicerol
(DAG) (ALLEN;WALSH, 1994; TOGNARINI; MOUDS, 1997). A ativacao de receptores de
IP; localizados na membrana do reticulo endo/sarcoplamatico libera Ca®" reticular para o
citosol, enquanto que o DAG ativa quinases protéicas (proteinas quinases do tipo C, PKC)
que fosforilam e ativam canais de célcio da membrana (ALLEN; WALSH, 1994; WALSH et
al., 1995). Com o aumento da concentragdo intracelular de célcio livre, independentemente do
mecanismo ativado, ocorre a contragdo do musculo liso vascular (WALSH et al., 1995).

Essa redistribui¢do do fluxo sanguineo é coordenada por uma combinagdo de atividade

simpatica gerada centralmente, e por sua modulagdo por receptores, localizados em posigdes
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estratégicas do aparelho cardiovascular (sensores de tensdo na parede dos grandes vasos e
coracdo), principalmente os pressorreceptores arteriais. Além disso, a atividade tonica basal
do simpatico (também, modulada ciclo cardiaco-ciclo cardiaco pelos pressorreceptores)
contribui de maneira importante para o tono basal dos vasos de resisténcia. (KAMIYA;
TOGAWA, 1980).

A importancia da contribui¢do do sistema nervoso simpatico para o tonus vascular
normal ¢ aparente pela queda na pressdo arterial média seguindo-se ao bloqueio
farmacoldgico a-adrenérgico. Os vasos de resisténcia sdo ricamente inervados pelo simpatico.
Os axonios dos neurdnios simpaticos pds-ganglionares ramificam-se em pequenos ramos
formando um plexo primario, localizado na adventicia. Os feixes ddo origem a fibras que
formam um plexo localizado nas proximidades das células musculares lisas e exibem
varicosidades onde as fibras s3o, parcial ou inteiramente, destituidas da camada de mielina.
Sdo nesses pontos que as fibras se aproximam da superficie da célula muscular lisa e
estabelecem o contato neuromuscular (KAMIYA; TOGAWA, 1980).

A concentragdo de norepinefrina no espago extracelular ¢ dificil de ser estimada, em
condicdo basal e durante ativacdo neural. Somente uma pequena fracdo das células
musculares lisas ¢ diretamente inervada por nervos simpaticos, o que indica que as células
musculares lisas sdo, elétrica e mecanicamente, acopladas, transmitindo o sinal da ativacao
simpatica entre si. A norepinefrina liberada na fenda liga-se a sitios lipoprotéicos (receptores)
na membrana das células musculares lisas, onde a resposta vasoconstritora ¢ deflagrada
(MILLER; VANHOUTTE, 1988).

A norepinefrina ¢ removida da fenda por reabsorcao ativa pela terminacao neural e por
difusdo para os capilares. Aproximadamente, 80% da norepinefrina liberada sao
reincorporada ao terminal e reestocada. Nos vasos, a norepinefrina liga-se, provavelmente,

aos receptores o-adrenérgicos causando aumento na permeabilidade ao calcio tanto na
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membrana celular como no reticulo sarcoplasmatico. O aumento da quantidade de célcio
intracelular inicia a contracdo da célula muscular lisa. Em algumas regides, existem nas
células musculares lisas receptores [-adrenérgicos que, quando ativados, causam
vasodilatagdo (KRIEGER, 1989).

Quando a norepinefrina ¢ infundida em tecidos que contenham ambos, o ¢ B
receptores, o efeito nos receptores a predomina e as arteriolas se contraem. Somente quando
os receptores a sao bloqueados, o efeito dos receptores B predomina e a dilatacdo arteriolar ¢
observada. E interessante que, quando a norepinefrina é liberada da terminagio nervosa,
observa-se pouco ou nenhum efeito B-adrenérgico, mesmo quando os receptores a estdo
bloqueados. Portanto, a norepinefrina liberada das terminagdes nervosas age,
predominantemente, nos receptores causando vasoconstri¢cao. (KRIEGER; DZAU, 1991).

Um grande numero de fatores capacita o sistema nervoso a influenciar o tono vascular
diferencialmente nos diversos oOrgdos: 1) um fator importante refere-se a densidade de
inervacdo das arteriolas, nos diversos 6rgdos. A inervagdo das arteriolas ¢ especialmente
densa em vasos da pele, 6rgdos esplancnicos, musculo esquelético, rins e tecido adiposo; 2) a
sensibilidade do musculo liso vascular a norepinefrina varia de regido para regido, o que ¢, em
parte, dependente da densidade de receptores o-adrenégicos nos vasos; 3) hd uma
heterogeneidade de receptores a-adrenérgicos entre o6rgdos; 4) a reabsorcao de norepinefrina
pela terminacdo nervosa difere de regido para regido; 5) a estrutura e tamanho dos vasos varia
de tecido para tecido e contribui para a heterogeneidade das respostas a ativacdo simpatica
(KRIEGER; DZAU, 1991).

Agentes humorais circulantes podem tanto impedir como potenciar a resposta
vasoconstritora neurogénica. Por exemplo, a angiotensina II potencia os efeitos da
norepinefrina, enquanto substancias vasodilatadoras tais como, ANP atenuam a resposta

vasoconstritora neurogé€nica. Dessa forma, a influéncia da atividade simpatica na circulacao
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regional pode, também, variar dependendo dos niveis circulantes, assim como de diferencas
regionais na reatividade vascular a hormonios vasoativos. (KRIEGER et al., 1996)

Modelos experimentais utilizando manipulacdes de aferentes neurais, bem como de
nucleos do sistema nervoso central, que exercem inibi¢ao tonica sobre o simpatico apresentam
elevagdes discretas da pressdo arterial, ndo sustentaveis quando o tono simpatico se
normaliza. Também diferentes modalidades de estresses, somente, elevam a pressdo arterial
enquanto durar o estimulo. Isso indica que altera¢des isoladas do simpatico, em animais sem
outro fator predisponente a hipertensdo arterial, ndo sdo capazes de produzir alteragdes
estruturais permanentes, suficientes para a manutengdo do estado de resisténcia periférica

elevada, caracteristica da hipertensdo estabelecida (KRIEGER et al., 1996).
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4. MATERIAL

4.1 Material Botanico

As folhas e frutos da Virola surinamensis foram coletadas no Municipio de
Manacapuru, km 60 — Comunidade Nova Esperanga, Latitude: 03016°33,2” e Longitude:
60032°37.1”, nos periodos de outubro de 2007; julho de 2008 e Margo de 2010.

As amostras férteis foram prensadas entre folhas de jornal alternadas com placas de
papelao em grades de madeira. Apo6s a desidratacdo, as prensas foram retiradas e o material
vegetal seco foi amarrado apenas no jornal e guardada com naftalina, em ambiente com
temperatura e umidade baixas.

O material vegetal foi identificado e classificado pelo Prof. Dr. Carlos Franciscon -
Curador do Herbario do Instituto de Pesquisas da Amazdnia — INPA. A exsicata foi

incorporada ao acervo do referido herbario, sob registro n°® 234220.

4.2. Material Bioldgico

Nos ensaios farmacologicos foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus)
entre 200-300 g e camundongos Swiss albinos (Mus musculus) adultos, entre 30 — 40 g,
machos e fémeas oriundos do Biotério do Centro de Biotecnologia da Amazdnia — CBA.
Coelhos (1,5 a 2 kg) e porcos (20 a 30 kg) foram adquiridos de fornecedores ocasionais.

Todos o0s protocolos experimentais foram realizados segundo os Principios
Internacionais para a Pesquisa ¢ 0 Manuseio de animais aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal da UNIFESP (CEP/EPM 0760/07).
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4.3 Material Quimico

4.3.1 Solventes, Sais e Reagentes

Acetona P.A (Nuclear-Brasil), acetonitrila grau HPLC (Merck-Brasil), cido cloridrico
P.A (Nuclear-Brasil), acido acético glacial P.A (Nuclear-Brasil), 4cido ascoérbico P.A (Vetec-
Brasil), acido fosférico 85 % P.A (C.P.Q), acido boérico P.A (Synth-Brasil), acido
tricloroacético P.A (Synth-Brasil), acido sulfurico P.A (Nuclear-Brasil), albumina (Merck-
Brasil), bicarbonato de s6dio P.A (C.P.Q), cloroférmio P.A (Nuclear-Brasil), cloreto de s6dio
P.A (Merck-Brasil), cloreto de potassio P.A (Vetec-Brasil), cloreto de magnésio P.A (Merck-
Brasil), coomassie brilliant blue (Termo Scientific), etanol P.A (Merck-Brasil), éter etilico
P.A (Nuclear-Brasil), EDTA (Fluka-Brasil), EGTA (Chemical-USA), ficol (Sigma-Brasil),
fosfato monossodico P.A (Merck-Brasil), glicose P.A (C.P.Q), hidroxido de s6dio P.A
(Reagen-Brasil), hidroxido de amonio P.A (ECIBRA-Brasil), HEPES (Sigma-Brasil), iodeto
de potassio P.A (Sigma-Brasil), metanol P.A (Nuclear-Brasil), manitol P.A (Sigma-Brasil),
molibdato de aménio (Reagen-Brasil), PIPES (Sigma-Brasil), sacarose P.A (Queel-Brasil),

tris-maleato (Sigma-Brasil), trizma-base (Sigma-Brasil), trizma/HCI (Sima-Brasil).

4.3.2 Drogas

Acetilcolina (Sigma-Brasil), Adrenalina (Sigma - EUA), aprotinina (Sigma-Brasil),
ATP (Sigma-Brasil), calcimicina (Sigma-Brasil), d-tubocurarina (Sigma-Brasil), diazepam
(Rambaxy S.A), ionoforo A23187 (Sigma-Brasil), Noradrenalina (Sigma - EUA), ouabaina
(Sigma-Brasil), pentobarbital (Sigma-Brasil), tapsigargina (Sigma-EUA), Uretana (Sigma -

EUA).
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4.3.3 Solucdes e Reagentes

4.3.3.1 Liquido Nutritivo Tyrode: NaCl 135,0 mM; KCIl 5,0 mM; MgCl,.6H,0O 1,0 mM;
NaHCO; 15,0 mM; NaH,PO4.H,0 1,0 mM; CaCl,.2H,0 2,0 mM; glicose 11,0 mM.

4.3.3.2 Liquido Nutritivo LNV: NaCl 138 mM; KCI 5,7 mM; NaHCO3; 15 mM; NaH,PO4
0,4 mM; Glicose 5,5 mM; CaCl, 1,8 mM.

4.3.3.3 Solucio Nutritiva de Krebs-Bicarbonato: NaCl 119,0 mM; KCl 4,6 mM,;
MgCl,.6H,0 1,2 mM; NaHCO; 15,0 mM; NaH,PO4.H,0 1,2 mM; CaCl,.2H,0 1,5 mM;
glicose 11,0 mM.

4.3.3.4 Tampao fosfato salino (PBS): NaCl 8 g; KCI 0,2 g; Na,HPO4 1,44 g; KH,PO4 0,24
g, pH 7.4.

4.3.3.5 Solucio tampiao para lavagem: manitol 120 mM, PIPES/Trizma 5 mM, sacarose 40
mM, pH 6,7, EDTA 1 mM.

4.3.3.6 Solucdo tampao de homogeneiza¢do: PIPES/Trizma 4 mM, sacarose 30 mM, pH
7,4.

4.3.3.7 Gradiente de Ficol (Ficol 400, w/v): Ficol 4 % ¢ 12 % em Tampao PIPES/Trizma 4
mM, sacarose 30 mM

4.3.3.8 Reagente de molibdato de amoénio: 4,58 g de molibdato de amoénio; 23,8 mL de
acido sulfurico para 1 L de agua destilada, 15 mL dessa solugdo para 0,36 g de acido
ascorbico.

4.3.3.9 Tampao de reacdo para Ca’*-ATPase: Tris-maleato 50 mM, pH 7.4; MgCl, 8 mM;
KC1 120 mM; EGTA 1 mM; ionéforo A23187 10 uM; CaCl, 1 Mm, ATP 5 mM.

4.3.3.10 Solucées para a extracao de Ca’*-ATPase de miisculo esquelético

Solucio I: MOPS 10 mM, sacarose 10 %, EDTA 0,1 mM, pH 7,0 (1 L).

Solucao II: MOPS 10 mM, KCl1 0,6 mM, pH 7,0 (0,5 L).



41

Solucio III: MOPS 10 mM, sacarose 30 %, pH 7,0 (0,5 L).

4.3.3.11 Tampao para dosagem de proteina: Tris/HCl 100 mM; pH 7,4; trizma base 12,1
g; HC1 6N 13,8; EDTA 200 mM (PM = 327,2) pH 8,0.

4.3.3.12 Reagente de Bradford: Coomassie Brilliant Blue 0,01 %; Etanol 4,7 % e Acido
Fosforico 8,5 %.

4.3.3.13 Albumina (Bovine Serum Albumine): BSA 100 pg/mL
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4.4. Material Fitoquimico

4.4.1. Obtenc¢ao do Extrato Aquoso

As folhas de V. surinamensis (Rol.) Warb. foram coletadas, lavadas em agua
corrente, secas a sombra em temperatura ambiente e depois moidas em fragmentos = 1 mm e
armazenadas em sacos plasticos, ao abrigo da luz. O extrato aquoso foi obtido por infusdo do
p6 das folhas a 2,5 % com agua destilada a 75 °C durante 30 minutos, com agitacdo a cada 10
minutos.

O extrato foi filtrado e concentrado em rota evaporador (RE47 —Yamato) a 50 °C e

liofilizado (Modelo Modulayo — ThermoFischer).

4.4.2. Obtencao da Fracdo Aquosa e Butanoélica

Para a obtencdo da fragdo butanolica, 6 g do EA foram dissolvidos em 500 mL
de agua destilada e particionados em funil de separagdo com por¢des de 500 mL de butanol,
por 3 vezes. Desse processo, foram obtidas as fragdes butandlica — Fbut e aquosa - FA, que
foram concentradas e liofilizadas nas mesmas condi¢des que o EA. As fragdes secas (aquosa e
butandlica) foram submetidas aos ensaios laboratoriais visando determinar os possiveis

efeitos farmacologicos € os mecanismos de acao desses efeitos.
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Infuséo (2.5 %, 72 °C)
Filtragdo, concentragéo e liofilizagao

Particao com n-butanol

CLAE
Agualcetonitrila
colunaC18

Figura 1. Esquema da extragdo, fracionamento e purificacdo das folhas de Virola surinamensis
(Rol.) Warb.



44

4.4.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Utilizaram-se placas de aluminio recobertas com silica F,s4 (Merck). A fase mével

utilizada foi butanol: acido acético: agua (BAW) na propor¢dode 4 : 1 : 2.

A B

Figura 2. Cromatografia em Camada Delgada do 1: Extrato aquoso, 2: Extrato
etanolico, 3: Fracdo butandlica, 4: Fracdo aquosa de Virola surinamensis,
utilizando BAW (4 : 1 : 2) como fase movel. Revelagdao em Iodo (A) e UV 330nm
(B).
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4.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAE-prep)

A fracdo butanodlica foi purificada em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia preparativa (Shimadzu — Japao) composto por 2 bombas injetoras (LC-8A),
controlador (SCL-8A), integrador CR4A, coletor de fragdes (FCV-100B) e detector
espectrofotométrico UV-Vis (SPD-6A), operando a 210 nm.

A fase movel consistiu em gradiente linear de dgua/acetonitrila de 15 a 50% em 30
min, em coluna Shimpack Prep-ODS (25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de 5
um, em fluxo constante de 10 mL/min.

Um grama (1g) da fragdo butandlica liofilizada foi dissolvida em agua de alto grau
de pureza (Milli-Q System, USA) e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL,
coletando-se 10 fragdes, referentes aos picos majoritarios maiores que 1% da area total do
cromatograma. Todas as fracdes coletadas foram enviadas para identificagdo quimica por

RNM.

4.4.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica

A fracdo butanolica de V. surinamensis foi analisada em um sistema de cromatografia
liquida analitica (Shimadzu — Japao) composto por duas bombas analiticas LC—20AT, mddulo
de comunicagdo CBM-20A e detector UV-VIS SPD-10A, operando a 210 nm. O sistema
estava acoplado a um computador, sendo operado por software Shimadzu LC solution, versao
1.21, SP1.

A fase movel consistiu de gradiente linear de agua/acetonitrila 15 a 50% em 30 min,
em coluna analitica C18 (Phenomenex — USA), empacotada com particulas esféricas de 5 ym

e fluxo constante de 1,0 mL/min. As amostras foram dissolvidas em agua/ACN 10%, filtradas
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em filtro de 0,22 um (Millipore — USA) e injetadas no cromatoégrafo em aliquotas de 20 puL. A
Fbut de V. surinamensis apresentou 10 picos majoritarios com tempos de retencao de 2,6; 3,8;
5,5; 7,0; 8,2; 9,9; 14,9; 16,3; 17,3 e 18,6, com concentracdes representando 2,2; 2,0 3,0; 2,6;

4,9;4.4; 8,3;4,8; 4,8 ¢ 2,0%, do total do cromatograma, respectivamente.

mAU
Detector A220nm

2500%
2000%
1500%
1000%

500

0
7‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0 225 25.0 275 min

Figura 3. Perfil cromatografico da fracdo butanolica de Virola surinamensis por CLAE
analitico, utilizando-se coluna analitica C18, gradiente linear de dgua/acetonitrila 15 a 50%
em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detector espectrofotométrico UV — Vis operando a 220
nm.
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5. METODOS

5.1 Métodos Farmacologicos para avaliacio da atividade dos extratos da Virola

Surinamensis.

Para o estudo da atividade farmacoldgica geral foram utilizados camundongos e ratos
adultos, machos e fémeas. Os animais ficaram em sala a 23 °C, recebendo agua e ragdo ad
libitum, exceto na vigéncia dos experimentos. Todos os testes foram realizados seguindo os
métodos e padronizagdo descritos no livro “Métodos de Avaliagdo da Atividade

Farmacolégica de Plantas Medicinais” (LAPA et al., 2003), com as devidas adaptagdes.

5.1.1 Teste geral da atividade farmacoldgica (Teste de Irwin ou Hipocratico)

O teste de observagao geral ou Teste Hipocratico consiste no preenchimento de uma
tabela de acordo com a resposta comportamental aos estimulos provocados no animal sendo
observado: contor¢des abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral, locomogdo, tonus
muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivacdo, lacrimejamento, secrecao
bronquica, convulsdes, e morte, entre outros sinais de menor incidéncia.

Os testes gerais foram realizados com camundongos machos adultos, n=8/grupo. Os
animais foram tratados com extrato Aquoso (EA) e fracdo butanolica (Fbut) das folhas da
Virola surinamensis. (1,0 g/kg, v.0.); o grupo controle recebeu veiculo (H,O, 5 mL/kg, v.0.) e
o diazepam (1,5 mg/kg, v.0.) foi usado como padrao positivo. Os animais foram colocados em
caixas-moradia e utilizando manobras padronizadas, foram observados em intervalos de
tempos de 30 min a 24 h apds os tratamentos. Entre os intervalos, os animais foram
submetidos a testes de avaliagdo da atividade exploratéria no campo aberto, desempenho

motor do rota-rod e na resposta a estimulos nociceptivas. O resultado das observagdes foi
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condensado em tabela de efeitos adaptada pelo grupo de estudos a partir da original publicada

por IRWIN (1968).

5.2. Atividades Especificas no Sistema Nervoso Central

5.2.1 Avaliacio da acio tipo-ansiolitica do EA no labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado consiste de dois bragos (30 x 5 x 25 cm) de acrilico
transparentes com fundo preto e dois fechados com paredes verticais de mesma medida,
opostos em forma de cruz grega. Os bragos sdo conectados por uma placa central (5 x 5 cm) e
o sistema ¢ mantido a 45 cm do chao.

Os testes foram realizados com camundongos machos adultos, n=8/grupo, apds 1 h do
tratado com EA (0,1 ¢ 0,3 g/kg, v.0.); o grupo controle recebeu veiculo (H,O, 5 mL/kg, v.0.)
e o diazepam (1,5 mg/kg, v.0.) foi usado como controle positivo.

Os animais foram colocados na plataforma central com a cabeca voltada para um dos
lados fechados e o comportamento observado durante cinco minutos, medindo-se a frequéncia
de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e nos fechados. Foram também
registrados comportamentos etoldgicos como o niumero de imersdes de cabega e levantares
apoiado nas patas posteriores, que avaliam a atividade exploratdria, e os estiramentos, que

avaliam o grau de ansiedade.
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5.2.2 Avaliacio da atividade do EA na temperatura corporal de camundongos

O estudo da temperatura retal tem por objetivo avaliar o efeito de uma substancia
natural ou sintética sobre a temperatura corporal (hipotermia ou hipertermia), que pode ser
indicativo de alteragdes em mecanismos de homeostasia controlados pelo SNC.

Os testes foram realizados com camundongos machos adultos n=8/grupo, tratados com
EA (0,1 ¢ 0,3 g/kg, v.0.); o grupo controle recebeu veiculo (H,O, 5 mL/kg, v.0.) e o diazepam
(1,5 mg/kg v.0.) foi usado como controle positivo. A temperatura retal dos animais foi

medida com termdmetro digital, antes e apos os tratamentos.

5.2.3 Avaliacdo da ac¢do tipo-antidepressiva do EA e Fbut no teste de suspensido pela

cauda

O estudo da suspensdo pela cauda tem por objetivo avaliar os efeitos na laténcia para a
imobilidade e no tempo total de imobilidade apresentado pelos animais. Antidepressivos
classicos aumentam o tempo de laténcia e reduzem o tempo de imobilidade.

Os testes foram realizados com camundongos machos, n=8/grupo. Os animais foram
pré-tratados com EA e Fbut (0,1, 0,3 e 1 g/kg, v.0.); o grupo controle recebeu veiculo (H,O, 5
mL/kg v.0.) e a imipramina (15 mg/kg, v.o0.) foi usada como controle positivo.

O procedimento experimental consistiu em suspender os animais pela cauda, por um
periodo de 6 minutos, registrando-se o tempo de imobilidade e a laténcia para seu

aparecimento.
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5.2.4 Avaliacio da acio tipo-hipnosedativo do EA no sono sob anestesia com éter etilico

Os testes foram realizados com camundongos machos adultos, n=8/grupo. Os animais
foram pré-tratados com EA (0,1 e 0,3 g/kg, v.0.); o grupo controle recebeu veiculo (H,O, 5
mL/kg, v.0.) e o diazepam (1,5 mg/kg, v.0.) foi usada como controle positivo.

Sessenta minutos ap6s os tratamentos os animais foram colocados em uma camara de
vidro transparente (30 cm x 20 cm de didmetro) hermeticamente fechada saturada com 5 mL
de éter etilico e foram registrados os tempos de inducdo do sono (laténcia) para a perda do

reflexo postural e para recuperacao do reflexo (duragio do sono).

5.3 Avaliacio da acao cardiovascular dos extratos da Virola surinamensis.

5.3.1 Registro da pressio arterial de ratos anestesiados

Ratos normotensos machos e fémeas foram anestesiados com mistura de uretana (600
mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Em seguida foram fixados em decubito dorsal,
canulando-se a veia iliaca para injecdo de drogas e do extrato em doses estabelecidas. A
artéria carétida foi utilizada para registrar a pressdo arterial. As variagdes pressoricas foram
registradas por um transdutor de pressao conectado ao aparelho Power Lab da AD Intruments
que transmite os dados registrados para um computador.

O extrato aquoso ¢ a fragdo butanolica convenientemente diluidos em salina a 0,9 %
foram injetados e.v. em doses variando de (1 a 30 mg/kg e.v). Como o extrato produziu
respostas hipotensoras, os animais foram tratados com atropina (1,0 mg/kg, e.v.) antes que

uma nova dose do extrato fosse injetada.
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Em todos os animais a atividade vascular foi testada com adrenalina (0,1, 0,3 ¢ 1,0

ng/kg e.v) e noradrenalina (0,1, 0,3 ¢ 1,0 ug/kg e.v) injetadas antes e apds o extrato.

5.3.2 Registro da pressao arterial de ratos nao anestesiados — registro indireto

O registro da pressdo arterial sistolica (PA) em ratos ndo anestesiados permite o
acompanhamento do efeito dos tratamentos por periodos prolongados, semana ou meses, bem
como a observagao da reversibilidade dos efeitos.

A PA dos animais foi monitorada pelo método indireto ndo invasivo na cauda do rato.
Para tanto, um manguito e um cristal piezoeléctrico foram adaptados a cauda do animal e os
ruidos de korotkoff, produzido pelo turbilhomento do sangue foram captados como vibracao
pelo cristal piezoeléctrico. Estes sinais foram transformados em pulsos elétricos e, apos
ampliagdo, foram registrados no aparelho (LE 5002 storage pressure meter). Para melhorar as
condi¢des de registro, ante da medida da PA, os animais permaneceram por 5-8 minutos, a 45
O C. Durante o periodo inicial de adaptagio dos animais as condi¢des de registro (2 a 4
semanas), bem como os periodos de tratamento, a pressdo arterial dos animais foi monitorada
duas vezes por semana.

Apds o periodo de adaptagdo, durante o qual todos os animais receberam agua (5
mL/kg/dia, v.0), os animais foram separados em dois grupos sendo grupo controle (H,O, 5
mL/kg/dia, v.0.) e tratado ( Fbut 75, 150 ¢ 300 mg/kg/dia v.0). Durante todo o periodo
experimental os animais foram tratados uma vez por dia, sendo que nos dias de registro da
PA, administra¢dao dos tratamentos foi feita apos o procedimento experimental. Apds 20 dias
de tratamento foi feito o crossover dos grupos, sendo que os animas do grupo tratado com
Fbut passaram a ser tratados com agua e o grupo tratado com agua passou a ser a tratatdo com

(Fbut 150 mg/kg/dia v.0). Ap6s 40 dias de tratamento ambos os grupos passaram a ser
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tratados com agua (periodo WASHOUT) e depois de estabilizada a pressao arterial, o grupo
tratado com Fbut foi novamente tratado com a dose (Fbut 300 mg/kg/dia v.0). Apos 100 dias
de tratamento foi feito um novo crossover entre os grupos sendo tratado com agua e controle

com (Fbut 75 mg/kg/dia).

5.3.3 Registro direto da pressio arterial em ratos nao anestesiados — Registro direto

Permite o registro da pressdo arterial (PA) e da freqiiéncia cardiaca sem o
comprometimento das fun¢des do sistema nervoso central pelo anestésico. O animal mantém
a deambulacdo e a reatividade aos estimulos ambientais.

Os ratos sao anestesiados com éter e uma canula (PE 10) implantada na artéria
femoral. Apos a fixagdo, a canula ¢ levada por via subcutanea até a regido cervical onde ¢
exteriorizada e fixada em posi¢do inacessivel para o rato. Apds o procedimento completo os
cortes cutaneos sdo fechados e os animais sdo recuperados da anestesia, e o registro da PA ¢
iniciado 24 horas depois. Apds a recuperacdo os animais sdo conectados a um transdutor de
pressdo conectado ao aparelho Power Lab da AD Intruments que transmite os dados
registrados para um computador. A pressdo arterial basal é registrada inicialmente durante 30
minutos todos os dias até o final do experimento. Apds os 30 minutos os animais sao tratados
com Fbut (150 e 300 mg/kg v.0). O efeito do tratamento ¢é registrado por 5 minutos, a cada 30

minutos, durante 3,5 horas.
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5.3.4 Avaliacio da acao da Fbut em anéis de aorta toracica de rato, com ou sem

endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (10”7 M).

Para avaliar a a¢do da fragdo butanolica na musculatura lisa vascular, ratos foram
anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento cervical. Apos
exsanguinamento, a aorta toracica foi removida e transferida para uma placa de Petri contendo
solugdo nutritiva de Krebs-bicarbonato para dissec¢ao.

Anéis de aorta toracica de aproximadamente 2 mm de comprimento foram
posicionados sob tensdo de 2 g em cuba para 6rgdo isolado com capacidade para 3 mL,
contendo solugdo nutritiva de Krebs a 36 °C aerada com carbogénio (O, 95 % CO, 5 %), pH
7,4. A destrui¢do do endotélio vascular, quando necessaria, foi realizada mecanicamente pela
introdugdo e giro de uma haste metéalica rogando intraluminalmente o endotélio. Apo6s 30
minutos de estabilizag¢do, a presenca de endotélio foi testada observando-se o relaxamento
induzido pela incuba¢io de acetilcolina (10° M) em anéis previamente contraidos por
noradrenalina (107 M). O efeito de concentragdes individuais da Fbut (30, 100 e 300 pg/mL)
foi testado em preparagdes sem endotélio, previamente contraidas por noradrenalina (107 M)

durante 30 minutos.
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5.3.5 Avaliacdo da aciio da Fbut nas curvas cumulativas de noradrenalina (10° a 10 M)

obtidas em anéis de aorta de rato.

Ratos foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento cervical.
Ap6s dissecacdo da aorta toracica anéis de aorta foram isolados e montados em cubas de 3
mL posicionados sob tensdo de 2 g, contendo solucdo nutritiva de Krebs a 36 °C aerada com
carbogénio (O, 95 % CO; 5 %), pH 7.,4.. Apos 30 minutos de estabilizacdo, o efeito da Fbut
(10 e 30 pg/mL) foi obtido apos 10 min da incubagio prévia a curva de noradrenalina (107 a
10° M).

As contragdes em porcentagem da contracdo maxima produzida pelos agonistas nas
curvas controles foram relacionadas aos logaritmos negativos das concentra¢des molares de
cada agonista. Das curvas concentragdo-efeito obtidas foram determinadas a CEs

(concentracdo efetiva 50 %) e o valor do efeito maximo.

5.3.6 Avaliacao da acao da Fbut no atrio de rato

Ratos foram anestesiados com éter etilico, mortos por deslocamento cervical e o
coracdo retirado rapidamente através de toracostomia. Apds remocao do pericardio, os atrios
foram isolados. O atrio direito apresentou batimentos espontdneos e foi utilizado para
verificar in vitro a agdo sobre a frequéncia do marcapasso. A preparagdo nao serviu, no
entanto, para evidenciar agdo inotropica porque a forca de contracdo ¢ dependente e

inversamente proporcional a frequéncia cardiaca.
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O atrio esquerdo, ao contrario, ndo mostrou atividade prépria. Esta preparagdo foi
montada em cuba com Tyrode a 35 'C aerado com carbogénio, ¢ ligada a um transdutor de
forca, sob tensdo inicial de 1 g. A contragdo muscular foi estimulada com pulsos transmurais
supramaximos com duracdo de 2 ms e freqiiéncia de 1 Hz. Apds 30 minutos de estabilizacao,
a tensdo de estiramento para contragdo maxima foi ajustada. Nessas condigdes, a Fbut foi
incubada em concentragdes cumulativas crescentes em escala logaritmica (10, 30, 100 e 300

ug/mL), registrando-se os efeitos até estabilizacdo da resposta contratil.

5.4 Avaliacao da atividade muscular dos extratos da Virola surinamensis

5.4.1 Preparacao musculo diafragma de rato

Ratos machos e fémeas com peso entre 250 e 300 g, foram anestesiados
superficialmente com éter e sacrificados por deslocamento cervical. Apos sangramento da
aorta abdominal foi feita a abertura do térax e o musculo diafragma foi transferido
imediatamente para uma placa de Petri, contendo liquido nutritivo de Tyrode, para a dissec¢ao
fina e para o posicionamento das amarras nas costelas, no centro tendineo. O musculo
diafragma foi posicionado verticalmente em uma cuba de vidro com capacidade para 5 mL,
contendo liquido nutritivo a 30° C aerado constantemente com uma mistura carbogénica (CO,
95% e O, 5%). Para os registros das contragdes, a amarra costal foi fixada a uma haste de
vidro dentro da cuba e a amarra tendinea a um transdutor de forca acoplado ao PowerLab
4/25 ADInstruments.com, sob tensdo inicial de 1,0 g.

As contragdes por estimulacdo direta do diafragma foram obtidas com pulsos de 2 ms,
frequéncia de 0,5 Hz e voltagem supraméaxima (60 a 80 volts), feitas através de um eletrodo

bipolar de platina imerso na cuba. Neste caso, apos o periodo de estabilizagdo de 30 min, foi
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incubado o antagonista d-tubocurarina (10~ M), bloqueador ndo despolarizante dos receptores
nicotinico. Apos a estabilizagdo a Fbut (1, 2 ¢ 3 mg/mL) foi incubada e as contragdes obtidas

comparadas aquelas antes da incubagao.

5.5 Avaliacao da acio da fracao butandlica (Fbut) de Virola surinamensis na atividade da

Ca’*- ATPase de miisculo esquelético de coelho

5.5.1 Isolamento da Ca*'- ATPase

A Ca®- ATPase do reticulo sarcoplasmatico de musculo esquelético (SERCA 1) foi
extraida dos musculos da coxa de coelho (1,5-2 kg) pelo método descrito por Kosk-Kosicka
(1999). Todas as etapas foram realizadas a 4°C. O animal foi submetido a eutanasia com altas
doses de pentobarbital sodico de acordo com as normas do comité de ética em pesquisa
institucional. Os musculos das duas coxas foram removidos, transferidos para béquer
contendo EDTA 0,1 mM, dissecados e lavados com agua destilada gelada. Para 170 g de
musculo foram adicionados 510 mL da solugdo I. Os musculos foram cortados e
homegeneizados em tampao MOPS (solu¢dao I), pH 7,0 por 5 min ¢ o homogenato foi
centrifugado a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em gaze e o filtrado foi
centrifugado a 40.000 g por 90 min. O precipitado foi suspenso em solugdo II,
homogeneizado em homogeneizador de vidro ¢ mantido em cdmara fria por 40 min. A
suspensao foi posteriormente centrifugada a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi entdo
centrifugado a 40.000 g por 90 min. O pellet resultante foi ressuspenso e homogeneizado em
homogeneizador de vidro. O material foi conservado em freezer a -80°C até a realizacdo dos
ensaios de atividade enzimatica. O teor de proteina foi determinado pelo método de Bradford

(1976).



58

5.5.2 Medida da atividade da Ca™>-ATPase

Para os ensaios de medida da atividade da Ca™-ATPase foram utilizadas microplacas
transparentes de fundo chato de 96 pogos. A velocidade de hidrélise enzimatica do ATP foi
determinada colorimetricamente por quantificagdo de fosfato inorganico (Pi) resultante da
hidrolise do ATP em fungdo do tempo (MURAKAMI et al., 1992). As amostras
membranares contendo 0,6 pg de proteina preparadas em tampao Tris-maleato 50 mM foram
incubadas na auséncia e na presenga de Fbut (3 a 100 pg/mL) em volume final de 75 pL por
poco. Iniciou-se a reagdo com a adi¢do de 7,5 uL de ATP 30 mM e o tempo de reacdo foi de
10 minutos a 37°C. A reagao foi interrompida com 25 pL. de TCA 50% gelado. Adicionou-se
200 pL de solugdo acida de molibdato (15 mL para 0,36 g de acido ascorbico, segundo
HOSSEIN et al., 1993), incubou-se a 37°C por 10 minutos. A tapsigargina (0,01 a 1 uM) foi
usada como controle positivo. A leitura foi feita a 820 nm em leitor de placa Spectramax M2

(Molecular Devices). A atividade enzimatica foi expressa em pumol Pi/mg proteina/min.

5.5.3 Determinacio do teor de proteinas

A concentragdo de proteinas das amostras foi determinada de acordo com o método de
BRADFORD (1976). O método baseia-se na mudanca de coloracdo vermelha do corante
acido coomassie brilliant blue G-250, presente no reagente, para a coloracdo azul apos a sua
ligacdo a proteina das amostras. O complexo proteina-corante tem um alto coeficiente de
extingdo, resultando em uma medida precisa da quantidade de proteinas das amostras.

Aliquotas em triplicata das amostras ensaiadas foram incubadas com o reagente de

Bradford e as absorbancias das amostras contendo o complexo proteina-corante foram lidas a
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595 nm em espectrofotometro UV mini-1240 (Shimadzu). As concentragdes de proteinas das
amostras foram determinadas por interpolagdo da curva padrao obtidas com albumina de soro

bovino nas concentragdes (1 a 8 pg/mL).

5.6 Analises Estatisticas

Os resultados relativos as concentragdes efetivas (CEsg) foram expressos como médias
geométricas e limites de confianca (LC) e os valores comparados por analise de variancia
(ANOVA) ndo paramétrica (teste de Newman-Keuls). Os resultados com distribuicdo normal
foram expressos como médias + erros padrdo. As diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas para p < 0,05 pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Dunnett

e ou Bonferroni, utilizando-se o Programa Graphpad Prism® versao 5.0.



6 - Resultados




6. RESULTADOS

6.1 Efeito do extrato Aquoso (EA) e da Fracao butandlica (Fbut) de Virola surinamensis

(1,0 g/kg) no teste geral ou hipocratico (Irwin, 1968)

No teste de Irwin, os camundongos tratados com EA e a Fbut (0,1, 0,3, 1 g/kg, v.0)
(n=8) ndo apresentaram sinais evidentes de atividade farmacoldgica do extrato: a motilidade e
a deambulagdo nao foram alteradas nas 3 horas iniciais ou 24 h apds administragao. Sinais de
ataxia, incoordenagcdo motora, inquietacdo, sedagdo, irritabilidade ou hiperreatividade a
estimulos nociceptivos ndo foram registrados em nenhum periodo de observacao. Também
ndo foram observados sinais de alteracdo autonOmica como salivacdo, lacrimejamento,

defecacdo aumentada ou de consisténcia pastosa. Nao houve diferenga significativa nos

resultados comparados ao controle.

Tabela 1. Resultados da triagem farmacologica no comportamento e testes especificos
de atividade no sistema nervoso central com camundongos tratados com o extrato
aquoso (EA) e fracao butandlica (Fbut) de V. surinamensis (0,1, 0,3 e 1 g/kg).

Teste Hinocratico — (Irwin)

Deambulacao Sem efeito observavel
Equilibrio Sem efeito observavel
Estereotipias Sem efeito observavel
Estimulante Sem efeito observavel
Depressora Sem efeito observavel
Morte Ausente

Avaliacao de atividades Centrais Especificas

Temperatura °C

Sem efeito observavel

Sono Etéreo

Sem efeito observavel

Acdo Anticonvulsivante

Sem efeito observavel

Labirinto em cruz

Diminuicdo da imersao total

Suspensdo pela cauda

Aumento na laténcia para

imobilidade
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6.2 Efeitos do EA e da Fbut da Virola surinamensis na atividade cardiovascular

6.2.1 Efeitos do EA e da Fbut Virola surinamensis na pressao arterial de ratos

anestesiados

Ratos anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40
mg/kg, i.p.) apresentaram pressao arterial de 123 + 3,4 (média+desvio padrdo, n=3).

A inje¢ao do EA (10 mg/kg, e.v.) produziu hipotensdo de 27 mm Hg com pico em 1
minuto e reversao a pressao basal em 2,5 minutos.

A inje¢do da noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.) produziu hipertensio
proporcional a dose, variavel de 10 = 4,3 mm Hg; 11 + 2,2 mm Hg ¢ 20 + 4,3 mm Hg,
respectivamente.

A injecdo prévia do EA (10 mg/kg, e.v.) 5 min antes, reduziu o efeito pressorico da
noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 ug/kg, e.v.) para 1 + 0, mm Hg; 2,5+ 1,5 mm Hg e 5 £ 2 mm Hg
(Figura 4). A frequéncia cardiaca ndo foi alterada ap6s a administragdo do extrato aquoso

(Figura 5)



63

25~
S 20-
s I |
E > 154 =A- Noradrenalina
o E ¥ Nor + EA 10 mg/kg
1]
d’ *k*
Q -
a ° « § — v

0- v /

v v v
0,1 0,3 1,0

Noradrenalina (ng/kg)

Figura 4. Efeitos pressoricos da injecdo de noradrenalina (Nor ;0,1, 0,3 ¢ 1 pg/kg e.v.) antes e
apds administragdo do extrato aquoso de V. surinamensis (10 mg/kg, e.v.) em ratos
normotensos anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40
mg/kg, i.p.). Dados expressos como médias = desvio padrdo (n = 3). *p < 0,05, *** p <
0,001comparado ao controle.
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Figura 5. Efeitos da administracdo endovenosa de noradrenalina 0,1, 0,3 e 1 pg/kg na
freqiiéncia cardiaca de rato anestesiado apos administracdo do extrato aquoso de V.
surinamensis (10 mg/kg e.v.). Dados expressos como médias + desvio padrdo (n = 3)



64

Ratos anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40
mg/kg, i.p.) apresentaram pressao arterial média de 112,5 + 2,5 (n=3).

A inje¢do da Adrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 ug/kg, e.v.) produziu hipertensdo proporcional
a dose variavel de 5,5 + 2,1 mm Hg; 8,1 £2,2 mm Hge 10 £ 0,1 mm Hg.

Apbs a administracdo do extrato aquoso a resposta pressorica da adrenalina foi
invertida nas doses de 0,1 pg/kg para -19,5 £ 4 m Hg; na dose de 0,3 pg/kg para -28 = 2,6 mm
Hg, e na dose de 1,0 ug/kg para -28 £ 3 mm Hg (Figura 6). A frequéncia cardiaca ndo foi

alterada (Figura 6).
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Figura 6. Variacao dos Efeitos pressoricos da adrenalina (0,1, 0,3 e 1 ug/kg e.v.) antes e apos
administracdo do extrato aquoso de V. surinamensis (10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos
anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Dados
expressos como médias + desvio padrdo (n = 3). *** p < (0,001, comparado ao controle.
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Figura 7. Efeitos da administragao endovenosa de adrenalina 0,1, 0,3 e 1 ug/kg na freqiiéncia
cardiaca de rato anestesiado apds administracdo do extrato aquoso de V. surinamensis (10
mg/kg e.v.). Dados expressos como médias + desvio padrao (n = 3).

Ratos anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40
mg/kg, i.p.) apresentaram pressdo arterial média de 123,3 + 1,8 apods 30 min da anestesia
(n=3).

A inje¢do endovenosa da FBut (1, 3, e 10 mg/kg, n = 3) produziu hipotensdo de -6 +
1;-16 £ 1; e -26 £2,5 mmHg, respectivamente, com pico de 1 minuto e reversdo a pressao

basal em 2,5 minutos (Figura 8). A freqiiéncia cardiaca ndo foi alterada (Figura 9).
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Figura 8. Efeitos pressoricos da administragdo endovenosa da fracdo butanolica de V.
surinamensis (1, 3 e 10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos anestesiados com mistura de
uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Dados expressos como médias =+
erros padrao (n=15). *** p < 0,001.
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Figura 9. Efeitos da administragao endovenosa de Fbut 1, 3 e 10 pg/kg na pressao arterial e
na freqiiéncia cardiaca de ratos anestesiados apds administracdo da Fbut de V. surinamensis.
Dados expressos como médias + erros padrdo (n = 5).
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Ratos anestesiados com pentobarbital sodio (40 mg/kg i.p.) apresentaram pressao
arterial média de 116,3 £ 5,3 apds 30 min da anestesia (n=5).

A inje¢ao endovenosa da ACh (1 pg/kg) produziu hipotensdo de -37,6 £ 6,9 mmHg.
A FBut (1, 3, e 10 mg/kg) produziu hipotensao de -12 £ 2,5; -18,3 £ 1,6; ¢ -31 + 1,8 mmHg,
respectivamente, maxima em 1 min com reversao em 2,5 min apds a maior dose (Figura 10).
A freqiiéncia cardiaca ndo foi alterada e a hipotensdo nao foi bloqueada pelo tratamento

prévio com atropina (1 mg/kg) (Figura 11).
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Figura 10. Efeitos pressoricos da administragdo endovenosa da acetilcolina (1 pg/kg) e da
fragdo butanolica de V. surinamensis (1, 3 e 10 mg/kg, v.i.) em condi¢des controle e depois da
administracdo de atropina(l mg/kg) em ratos normotensos anestesiados com mistura de
uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Dados expressos como médias =+
erros padrao (n =5).



68

Ratos anestesiados com pentobarbital sodio (40 mg/kg i.p.) apresentaram pressao
arterial média de 119,7 =+ 3,4 ap6s 30 min da anestesia (n=4).

A inje¢do da noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.) produziu hipertensio
proporcional a dose variavel de 12,5 = 1,5; 16,2 £ 1,2 e 24 = 1 mm Hg, respectivamente.

Ap6s injecdo de Fbut (10 mg/kg, e.v.), as respostas pressoricas a noradrenalina (0,1,
0,3 ¢ 1,0 png/kg, e.v.) foram reduzidas para 5,3 + 1,6; 7,6 £ 1,4 ¢ 13 £ 0,5 mm Hg,
respectivamente (Fig.11). A freqiiéncia cardiaca nao foi alterada apds a administragdo da

fragdo butanolica (Fig.12).
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Figura 11. Efeitos pressoricos da injecdo de noradrenalina (0,1, 0,3 ¢ 1 ug/kg e.v.) antes e
apds administragdo da Fbut de V. surinamensis (10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos
anestesiados com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Dados
expressos como médias £ erros padrao (n = 5). ** p < 0,01, *** p < 0,001 comparado ao
controle.
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Figura 12. Efeitos da administragdo endovenosa de noradrenalina 0,1, 0,3 ¢ 1 pg/kg na
freqliéncia cardiaca de rato anestesiado em condic¢des basais apos administracdo da Fbut de V.
surinamensis (10 mg/kg e.v.). Dados expressos como médias + erros padrao (n =5).

Ratos anestesiados com pentobarbital sédio (40 mg/kg i.p.) apresentaram pressao
arterial média de 109,2 =+ 1,1 ap6s 30 min da anestesia (n=5).

A injecdo de adrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.) produziu hipertensdo proporcional a
dose variavel de 11 + 0,3; 15,5 £ 0,5 e 22,3 £ 2,6 mm Hg, respectivamente. Apds injecao de
Fbut (10 mg/kg, e.v.), as repostas pressdricas a noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 ng/kg, e.v.) foram
reduzidas para 6 = 2,6; 8 = 1,7 e 10,3 = 1,7 mm Hg, respectivamente. (Figura 13). A

frequéncia cardiaca ndo foi alterada ap6s a administragdo da fracdo butanodlica (Figura 14).
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Figura 13. Efeitos pressoricos da inje¢ao de adrenalina (0,1, 0,3 e 1 pg/kg e.v.) antes e apos
administracdo da Fbut de V. surinamensis (10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos anestesiados
com mistura de uretana (600 mg/kg, i.p.) e pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Dados expressos
como médias + erros padrdo (n =5). * p < 0,05, *** p < 0,001, comparado ao controle.
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Figura 14. Efeitos da administracio endovenosa de adrenalina 0,1, 0,3 e 1 pg/kg na
freqliéncia cardiaca de rato anestesiado apos administragdo da Fbut de V. surinamensis (10
mg/kg e.v.). Dados expressos como médias + erros padrdo (n =5).
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6.2.2 Efeito da Fbut de V. surinamensis na pressao arterial de ratos Nao anestesiados -

registro direto

Ratos normotensos apresentaram pressao arterial média de 120 + 5 mmHg (n=5).0
tratamento com a Fbut (150 mg/kg v.o.) reduziu de forma progressiva a P.A . Ap6s 120 min;
a hipotensao foi 16 + 3,0 mm Hg recuperando os niveis basais apés 90 min (Figura 15). O
tratamento didrio diminuiu 15 mm Hg da P.A basal apds 7 dias (Figura 16).

Da mesma forma o tratamento com Fbut (300 mg/kg v.0.) reduziu de 25 + 0,5 mm Hg
a P.A femoral (n=5) ap6s 90 min, voltando ao valor basal em 90 min (Fig. 16). O tratamento

diario reduziu a P.A basal de 30 mm Hg apo6s 7 dias (Figura 17).
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Figura 15. Efeito da administragdo oral da Fbut de V. surinamensis (150 mg/kg) na pressao
arterial de ratos ndo anestesiados. Registro direto da P.A femoral durante 210 minutos apds o
tratamento. Dados expressos como médias + erros padrao (n =5).
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Figura 16. Efeito da administragdo oral da Fbut de V. surinamensis (300 mg/kg) na pressao
arterial de ratos ndo anestesiados. Registro direto da P.A femoral durante 210 minutos apds o
tratamento. Dados expressos como médias + erros padrao (n = 5).
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Figura 17. Efeito da administracdo oral repetida da Fbut de V. surinamensis (150 e 300
mg/kg/dia) na pressdo arterial (basal) de ratos ndo anestesiados, registro direto da P.A
femoral. Dados expressos como médias + erros padrdo (n =5).
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6.2.3 Efeitos da administracio repetida da fracdo butanélica (Fbut) da Virola
surinamensis na pressao arterial sistolica de ratos normotensos nao-anestesiados-registro
indireto

A pressao arterial dos ratos normotensos, medida pelo método indireto ndo invasivo,
foi 122,1 + 3,1 mmHg (n=10) permanecendo inalterada durante o periodo de adapta¢dao do
animal as condi¢des de registro e de administragdo do veiculo (dgua — 5 mL/kg/dia, p.o).

Apos a estabilizagdo da pressao arterial e a divisdo dos ratos em grupo controle (dgua
— 5 mL/kg/dia, p.o) e tratado com Fbut o tratamento foi iniciado com a administragdo repetida
da Fbut (300 mg/kg/dia, p.o).

Durante o tratamento com a Fbut (300 mg/kg/dia p.o), a pressdo artérial sistélica dos
animais do grupo tratado diminuiu para 94,4 £ 4,2 mmHg (n=5) em 5 dias de tratamento,
estabilizando até¢ o 18 dia (fig.18). A pressdo arterial sistolica do grupo controle ndo foi
alterada nesse periodo.

O grupo controle com inversdo do tratamento (cross over) a pressao arterial do grupo
tratado com Fbut (150 mg/kg/dia p.o) foi reduzida de 119 + 2,5 para 102 £+ 1,5 mmHg em 23
dias de tratamento diario mantendo-se estavel (fig.18).

A interrupgao do tratamento (wash out) com administragdo de H,O (5 ml/kg/dia p.o)
durante 39 dias estabilizou a P.A. nos seus valores controles (fig. 18).

O tratamento deste grupo com Fbut (300 mg/kg/dia p.o) reduziu a P.A sistolica de
115 £ 3,5 para 98 + 5,4 mmHg no periodo de 16 dias necessarios para atingir seu efeito
maximo (fig.18).

Novamente o “’cross over’’com o grupo controle que recebeu FBut 75 mg/kg reduziu

a P.A sistolicade 118 + 2,8 para 106 = 2,2 mmHg (Figura 18).
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Figura 18. Pressdo arterial sistdlica medida indiretamente na cauda de ratos normotensos,
tratados repetidamente com veiculo (controle — 4gua, 5 ml/kg/dia p.o, n=5) ou com Fbut (75,

150, 300 mg/kg/dia, p.o, n=5) como indicado. Dados expressos como médias + erros padrao
da media.

6.2.4 Efeitos da fracao butandlica (Fbut) da Virola surinamensis em anéis de aorta

toracica de rato, sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (10”7 M)

A incubacdo de noradrenalina (10”7 M) contraiu a aorta e manteve o ténus contratil a
100 % do maximo durante tempo maior que 30 min.
A incubacdo da Fbut (30, 100 e 300 pg/mL) em anéis de aorta pré-contraidos relaxou o tonus
de maneira concentragdo-dependente. Apds 30 min da incubacdo, as percentagens de
relaxamento do tonus em relagdo ao tonus controle, imediatamente antes da incubacao, foram
de 22, 33 e 78 %, respectivamente. O relaxamento dos anéis de aorta apos a incubacdo da
Fbut foi significativamente diferente (** p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle)

(Figura 19).
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Figura 19. Relaxamento produzido pela Fbut de Virola surinamensis (30, 100 e 300 pg/mL)
da contragdo induzida por noradrenalina (10”7 M) em anéis de aorta de rato sem endotélio.
Dados expressos como médias + erros padrao (n = 5). ** p < 0,01 e *** p < 0,001,
comparado ao controle.

6.2.5 Efeitos da fracao butandlica (Fbut) da Virola surinamensis em anéis de aorta de

rato. Curvas cumulativas de noradrenalina (10'9 a 10° M)

Nessas preparagdes a adigdo cumulativa de Nor 10° a 10° M produziu respostas
proporcionas as concentracdes. Na presenca de FBut houve diferenca entre os valores da ECs
da noradrenalina: de 0,05 uM, (LC 0,04 a 0,07 uM) para 0,2 uM, (LC 0,15 a 0,3 uM) na
concentra¢cdo de FBut 10 pg/mL e com ECsy 1,7 uM, (LC 0,84 a 3,4 uM) em relagdo a curva
controle de noradrenalina na concentracdo de FBut 30 ug/mL. A diferenca entre os valores da
ECsy da Fbut foi significativamente diferente (*** p < 0,001, comparado ao controle) em
ambas as concentragdes (Figura 20). Nao houve alteragio do efeito méaximo da

nordadrenalina na presenca da FBut.
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Figura 20. Efeito da Fbut (10 e 30 pg/mL) na contra¢do de anéis de aorta de rato produzida
pela adi¢do cumulativa de noradrenalina (Nor, 10 a 10° M), a 35 °C. Dados expressos como
médias + erros padrdo (n =4). *** p < (0,001, comparado ao controle.

6.2.6 Efeito da fracdo butanolica (Fbut) de Virola surinamensis (10 a 300 pug/mL) na

freqiiéncia de contracao do atrio direito de rato

Ap6s 30 minutos de estabilizagdo a 35 °C, o atrio direito de rato apresentou
batimentos espontaneos com freqiiéncia variando de 190 a 202 bpm (n=4).
A incubacdo cumulativa da Fbut (10 a 300 pug/mL) ndo produziu nenhum efeito

significativo no automatismo do atrio direito. (Figura 21).
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Figura 21. Efeito cumulativo da fragdo butanolica (FBut) de Virola surinamensis (10, 30, 100

e 300 pg/mL) na freqiiéncia cardiaca do atrio direito de rato. Os resultados representam as
médias + erro padrio. (n= 4).

6.2.7 Efeito da fracao butanolica (Fbut) de Virola surinamensis (10 a 300 ug/mL) na forca

de contracio do atrio esquerdo de rato

A contracdo do atrio esquerdo de rato foi produzida por estimulacdo elétrica (1 Hz, 2
ms, e voltagem supramaxima). Apos 30 minutos de estabilizagdo a 35 °C a incubagdo da Fbut

cumulativa (10 a 300 pug/mL) ndo produziu efeito significativo na forca de contracdo do atrio

esquerdo. (Figura 22).
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Efeito cumulativo da fragdo butanolica (FBut) de Virola surinamensis (10, 30, 100 e 300
mg/mL) na contragdo do atrio esquerdo de rato, estimulada com pulsos transmurais supra-

maximos, com duragdo de 2 ms e frequencia de 1Hz. Os resultados representam as médias =+
erro padrdo. (n= 4).

6.3 A¢ao muscular esquelética

6.3.1 Efeitos da Fbut da Virola surinamensis na contracao muscular obtida por estimulo

direto da fibra muscular na presenca de d-tubocurarina.

A contracdo do diafragma de rato produzida por estimulagdo elétrica diretamente na
fibra muscular na presenca de d-tubocurarina (10° M) foi potenciada com a incubagdo da

Fracdo butanolica (1, 2, 3 mg/mL) da V. surinamensis em 9, 18, 31% respectivamente em

relacdo a contracdo basal (Figura 23).
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Figura 23. Efeito da fragdao butanolica (FBut) de Virola surinamensis (1, 2 ¢ 3 mg/mL) na
contracdo de diafragma de ratos sob estimulo direto (0,2 Hz, 0,5 ms, voltagem supra méaxima).

Os valores representam as médias = erro padrao da porcentagem da contracdo maxima basal.
(n=4 animais).

6.3.2 Atividade da fracdo butandlica (Fbut) na atividade da Ca’- ATPase (SERCA 1) de

musculo esquelético de coelho

Ensaios preliminares realizados na presenca de diferentes concentracdes da enzima
(0,4;0,8; 1,2; 1,6 € 2,4 ng), diferentes tempos de reagdo (5, 10, 15 e 20 minutos) e quantidade
fixa de ATP (5 mM) mostraram que a atividade otima da Ca®’- ATPase de microssomas
isolados da musculatura esquelética (coxa) de coelhos foi obtida com 0,4 pg da enzima
durante 10 minutos de incubacéo, a 37 C.

Nessas condi¢des a atividade da Ca’’- ATPase foi de 2055 + 1,0 pumol Pi/mg
proteina/min (controle = 100%, n = 3). A Fbut de Virola surinamensis, nas concentracoes de
3, 10, 30 e 100 pg/mL, diminuiu significativamente a atividade da Ca>"- ATPase em relacio

ao O controle positivo tapsigargina (Figura 38 A e B ). A pré-incubagdo de ouabaina (1 mM)
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nas mesmas condi¢des, nao alterou os valores de hidrolise obtidos em condi¢des controle
indicando que a preparagéo estava livre de Na'-K'-ATPase.
O controle positivo tapsigargina foi testado nas concentragdes (0,01; 0,03; 0,05; 0,1;

0,3; 0,5 ¢ 1,0 uM) e reduziu a hidrolise de forma concentragdo dependente (Figura 24).
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Figura 24. Efeito da Fbut (3, 10, 30 e 100 ug/mL) na atividade da Ca’"- ATPase de musculo
esquelético de coelho (A) e do controle positivo tapsigargina (0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 e
1,0 uM) (B), durante 10 min a 37 °C
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7. DISCUSSAO

A familia Myristicaceae inclui dezenove géneros e aproximadamente quatrocentas
espécies, localizadas principalmente na regido tropical (MABBERLEY, 1997). Destacam-se
na familia o género virola, cujas espécies arboreas sdo abundantes na floresta Amazonica
(ROMOFF; YOSHIDA, 1997).

Virias espécies de Myristicaceae sdo utilizadas para fins medicinais na forma de cha,
emplastros, gorduras, oOleos, decocg¢des e cataplasmas de diferentes partes da planta
(GOTTLIEB, 1978). Atividades alucinogénicas, antimicrobianas e anti-reumaticas foram
atribuidas a varias espécies de Myristicaceae (AGURREL et al., 1969; SCHULTES; SWAIN,

1976).

3 2 (13

A Virola surinamensis, conhecida popularmente como ‘“ucutba”, “ucuuba branca”,

“ucuuba de igapd”, “sucuuba”, € uma arvore que cresce em varzeas € em bancos de areia em
rios da floresta amazonica (Rodrigues, 1980). A resina da casca ¢ utilizada na medicina
popular para o tratamento de erisipelas e o cha das folhas ¢ indicado em colicas, dispepsia e
processos inflamatorios (SCHULTES; HOLMSTED, 1971; BERGER, 1992).

Estudos in vitro mostraram a atividade antiplasmodio dos Oleos essenciais extraidos
de V. surinamensis, tendo sido o nerolidol o principal constituinte ativo. Sua atividade foi
atribuida a inibi¢ao de sintese de glicoproteinas na fase trofozoita do P. falciparum (LOPES et
al. 1999). Atividade anti-leishmania, anti-tripanosoma, anti-cercaria, antitumoral também
foram relatadas (LOPES et al., 1996; 1998). Estudos in vivo com compostos extraidos da V.
surinamensis sao poucos, destacando-se o estudo do efeito gastroprotetor do extrato etandlico
da resina administrado por via oral (HIRUMA-LIMA et al., 2009) e o estudo da atividade

antiinflamatoéria da neolignana grandisina também administrada por via oral (CARVALHO et

al., 2010).
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O extrato aquoso tal como descrito no uso popular nao tem avaliacdo publicada, nem
foram encontradas sugestdes, ou tentativas de padronizacdo quimica do fitoterapico
recomendado na medicina popular. Estes foram os objetivos do presente trabalho.

As folhas da Virola surinamensis foram coletadas em outubro no Municipio de
Manacapuru, a 60 km de Manaus, estabilizadas por secagem a sombra e extraidas por infusao
a 75°C. O extrato liofilizado foi particionado em butanol e a Fbut preparada em quantidade
para todos os testes; apo6s a homogeneizagdo a Fbut foi analisada em CLAE,
comparativamente ao EA. A particdo em butanol teve a finalidade de eliminar os compostos
mais polares, em geral agucares e acidos clorogénicos do extrato aquoso, compostos inativos
que, nos controles em CLAE com coluna de fase reversa, correspondem aos primeiros picos
do cromatograma. As 10 fragdes correspondentes aos picos majoritarios do cromatograma da
Fbut foram recromatografadas em CLAE analitica para avaliagdo do grau de pureza e
enviadas para identifica¢do quimica visando futuros estudos moleculares.

Neste trabalho apresentamos os principais resultados obtidos na triagem
farmacoldgica da Fbut da V. surinamensis da regido de Manaus, as vezes comparativamente
as agoes do EA.

No teste geral de atividades com administracdo oral de doses elevadas do EA e da
Fbut (1,0 g/kg) foram poucas as informagdes obtidas. Nenhum sinal caracteristico de
atividade foi observado. Questiona-se, portanto, se hd qualquer biodisponibilidade das
substancias extraidas no cha. Os dois estudos farmacoldgicos com a V. surinamensis
publicados recentemente utilizaram a via oral para administrar o extrato etandlico da resina
cujo principal componente era a epicatequina (HIRUMA-LIMA et al., 2009), ou para
administrar uma neolignana pura (grandisina) (CARVALHO et al., 2010). Nao ha
possibilidade imediata de se estabelecer a proporc¢ao relativa desses compostos na Fbut, ou no

EA que foram por nds testados, mas, em vista da baixa polaridade daquelas substancias, nao ¢
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esperado sua extragdo em escala durante o preparo do cha. Serd necessario identificar
quimicamente as fragdes purificadas da Fbut para outras consideracdes.

A inje¢do endovenosa do EA, e da Fbut em ratos anestesiados produziu hipotensao
rapida e passageira, proporcional a dose injetada, sem alteragdo da freqiiéncia cardica. O
efeito hipotensor com essas caracteristicas pode ser explicado mais freqiientemente por 1)
bloqueio de receptores al-adrenérgicos, 2) por agdo muscarinica em receptores M3 vasculares
ou M2 cardiacos, 3) por ativagdo da NOS endotelial, 4) por bloqueio dos canais de Ca*"
voltagem dependentes do tipo L.

O efeito hipotensor da Fbut nao foi bloqueado pelo tratamento prévio com atropina em
dose suficiente para bloquear a a¢do da acetilcolina no mesmo rato, este resultado descartou
uma possivel acdo colinomimética do extrato. Também nesse sentido, foi observado que a
hipotensdo nio se acompanhava de bradicardia.

O tratamento prévio com o EA ou com a Fbut reduziu a hipertensido produzida pela
injecdo de noradrenalina. Em algumas experiéncias o efeito da adrenalina na pressdo arterial
foi invertido com a inje¢do prévia do EA, caracterizando, nos dois casos um bloqueio dos
receptores ol-adrenérgicos e do tonus vascular induzido pela noradrenalina. A Fbut nao
inverteu a agdo pressorica da adrenalina, mas bloqueou com mesma intensidade a hipertensao
produzida pela noradrenalina e adrenalina.

A inversdo do efeito pressorico da adrenalina é explicada por sua afinidade por
receptores B2 que produzem vasodilatacdo mediada pela ativacdo da cadeia de segundo-
mensageiros acoplados a proteina Gs. Uma vez ativada a adenililciclase que catalisa a sintese
de AMPciclico e da proteina quinase-A (PKA), a vasodilatagdo ocorre por inibigdo da
miosina de cadeia leve quinase (AHLQUIST, 1948). A freqliéncia cardiaca nao foi alterada
com administracdo do EA ou da Fbut, descartando agdo Pl adrenérgica, posteriormente

confirmada com os resultados obtidos in vitro no atrio isolado.
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A cinética do efeito hipotensor foi acompanhada em alguns ratos preparados para o
registro da pressdo arterial diretamente da artéria femoral em animais ndo anestesiados. A
pressao arterial média dos ratos normotensos, medida pelo método direto foi ao redor de 120
mmHg, como esperado da colonia dos ratos do CBA. O tratamento com a Fbut (150 mg/kg)
administrada com sonda oral reduziu progressivamente a pressdo a partir dos 30 min do
tratamento, atingindo o maximo ao redor de 15 mm Hg, em 120 minutos. O efeito foi
reversivel espontaneamente, recuperando os niveis basais em 90 min, A resposta a Fbut nao
diferiu durante os 7 dias de tratamento didrio, mas a pressdo arterial basal dos ratos tratados
diminuiu ao longo do tratamento. O tratamento com a dose maior de Fbut (300 mg/kg),
produziu efeito semelhante, um pouco mais rapido e mais intenso como esperado da dose
utilizada.

Os resultados mostraram que alguns compostos da Fbut t€ém biodisponibilidade oral.
As substancias absorvidas ndo modificaram o comportamento animal no teste de Irwin, mas
produziram hipotensdo reversivel com inicio em torno de 30 minutos, tempo necessario para o
esvaziamento gastrico. O tratamento repetido durante 7 dias ndo modificou o comportamento
animal, mas houve um efeito residual acumulado da Fbut que a cada dia reduziu o valor basal
da pressdo arterial dos ratos.

O registro direto da pressao arterial foi limitado a 1 semana. Depois desse periodo, as
canulas comegaram a entupir ¢ as manobras de desobstrucao interferiram com o registro da
pressao. Por este motivo, o efeito da administracdo cronica da Fbut na pressao arterial de ratos
ndo anestesiados foi avaliado com o método indireto, medindo a pressdo arterial na cauda do
animal.

Os métodos indiretos utilizados para registrar a pressdo arterial tém papel importante
na investigagdo experimental de hipertensdo. As limitacdes do método sdo numerosas e

importantes: permitem, por exemplo, registrar apenas a pressdo sistolica, ainda que os
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aparelhos modernos facam o calculo automatico da pressao média; exigem o aquecimento do
animal e ndo possibilitam medidas repetidas em curtos intervalos. Por outro lado, os métodos
indiretos t€ém quatro grandes vantagens: (1) eles ndo sdo invasivos e ndo requerem cirurgia,
(2) podem ser utilizados para obter medi¢des repetidas de pressdo arterial sistolica dos
animais conscientes durante estudos de alguns dias, ou de longa duracdo, (3) exigem
equipamentos menos caros que alguns métodos diretos (por exemplo, telemetria) e tem
operacdo menos dispendioso , e (4) pode ser usado para triagem de animais com hipertensao
arterial sistolica (THEODORE et al, 2004).

Nas experiéncias deste trabalho, a pressao arterial dos ratos normotensos, medida pelo
método indireto ndo invasivo, foi 122 mmHg, portanto, igual a pressao registrada diretamente
da artéria. Importante notar que depois de estabilizada durante o periodo de adaptacdo dos
animais, a pressdo se manteve estavel facilitando a observacdo dos efeitos hipotensores
produzidos pela Fbut.

Com o método de registro indireto ficou claro que a Fbut reduziu a pressdo arterial
sistélica de forma rapida, proporcionalmente as doses administradas e que o efeito foi
reversivel com a interrupgao do tratamento. A possibilidade de registro por tempo prolongado
mostrou também a baixa toxicidade da Fbut.

O mecanismo de agdo foi estudado em preparacdes isoladas. Vasos sanguineos, o
sistema nervoso simpatico é capaz de modular a resisténcia periférica total e o retorno venoso
através da regulacdo do tonus vascular, efeito esse mediado pelas catecolaminas endogenas
nos diferentes tipos de receptores adrenérgicos encontrados no endotélio e musculo liso de
diferentes leitos vasculares (LEVY, 2004)

O tonus adrenérgico vascular resulta da ativagdo de receptores a;-adrenérgicos com
conseqiiente ativacao da fosfolipase C da membrana celular e liberagdo de IP; e diacilglicerol

(DAG) (ALLEN; WALSH, 1994; TOGNARINI; MOUDS, 1997). A ativagao de receptores
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de IP; localizados na membrana do reticulo endo/sarcoplamatico libera Ca®" reticular para o
citosol, enquanto que o DAG ativa quinases protéicas (proteinas quinases do tipo C, PKC)
que fosforilam e ativam canais de célcio da membrana (ALLEN; WALSH, 1994; WALSH et
al., 1995). Com o aumento da concentragdo intracelular de célcio livre, independentemente do
mecanismo ativado, ocorre a contragdo do musculo liso vascular (WALSH et al., 1995).

O o6xido nitrico (NO) é um vasodilatador que contribui para a regulacdo do fluxo
sanguineo regional e reducdo da resisténcia vascular (GARDINER, et al, 1990; SIGMON.,
BEIERWALTES, 1993). O efeito ¢ mediado pela ativagao da guanilato ciclase soluvel, o que
aumenta o monofosfato de guanosina ciclico celular (GMPc), resultando no relaxamento
vascular e diminui¢do da resisténcia vascular (IGNARRO , 1990). Com a ativagao da eNOS, a
produgdo de NO ¢ desencadeada e, uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula
geradora para a célula alvo, ou seja, das células endoteliais para as células musculares lisas do
vaso sanguineo. Na célula muscular lisa, o NO ativa uma enzima catalitica, a guanilato ciclase
soluvel (GCs). Essa ativagdo ¢ feita pelo acoplamento do NO com o grupamento heme desta
enzima (sitio receptor), formando o monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), a partir da
quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A formac¢do do GMPc promove a ativagdo da bomba
de calcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as concentragdes de célcio intracelular,
promovendo a redugdo do tonus vascular e, conseqiientemente, vasodilatagdo (GUYTON;
HALL, 1996; MONCADA, 1994; MONCADA; HIGGS, 2006; PALMER et al., 1988;
VIARO et al., 2000; WEBB, 2003; ZAGO; ZANESCO, 2006).

Nos anéis de aorta sem endotélio, a incubagdo da Fbut relaxou o tonus de maneira
concentragdo-dependente mostrando que Fbut ndo interfere no sistema NOS. O relaxamento
promovido pela Fbut na aorta sem endotélio pode estar relacionado ao bloqueio de receptores
al-adrenérgicos, como discutidos anteriormente. De fato, a Fbut deslocou para a direita as

curvas concentragdo-efeito de noradrenalina na aorta de rato, sem alterar o efeito maximo do
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agonista. Este efeito foi indicativo de antagonismo competitivo e reforga as evidéncias obtidas
na pressao arterial de que o mecanismo da hipotensdao produzida pela Fbut é o bloqueio de
receptores adrenoceptivos tipo a;.

Durante a hipotensdo arterial produzida pela Fbut, a freqiiéncia cardiaca nao foi
alterada. Esta observacdo in vivo foi confirmada com os estudos nas preparagdes isoladas de
atrio. De fato, a incubagdo de Fbut em concentracdo 10 vezes maior que a efetiva na aorta,
nao modificou a freqliéncia ou a for¢a de contragdo atrial, indicando que a excitabilidade e o
acoplamento excitagdo-contragdo do miocardio nao foram alterados.

Estes resultados foram diferentes dos obtidos no diafragma de rato. Nesta preparacao a
incubac¢do da Fbut potenciou a contragdo obtida por estimulo direto da fibra muscular. Como
as experiéncias foram realizadas na presenca de d-tubocurarina, a potencia¢ao nao se deve a
facilitacdo da transmissdo neuromuscular, mas sim a uma acdo direta da Fbut na fibra
muscular esquelética. Este efeito ndo guarda relacdio com a atividade bloqueadora de
receptores al-adrenérgicos.

Em microssomas isolados da musculatura esquelética do coelho, a Fbut inibiu a
atividade da Ca>*-ATPase & semelhanca da tapsigargina, indicando que a potencia¢io da
contracdo do diafragma parece estar relacionada a diminuicdo da recaptagdo de Ca®" pelo
reticulo sarcoplasmatico.

Nos musculos estriados (cardiaco e esquelético), a despolarizacdo elétrica da
membrana plasmatica desencadeia um aumento da concentragio de célcio intracelular ([Ca®'Ji
que ativa a contracdo muscular. O processo responsavel pela interligagdo da despolarizacao da
membrana celular a contragdo muscular, isto €, o acoplamento excitagdo-contragdo envolve a
participagdo de dois canais de célcio na triade muscular: o canal dependente de voltagem
localizado nos tubulos T (receptor de dihidropiridina), ¢ o canal localizado na cisterna

terminal do reticulo sarcoplasmatico (receptor de rianodina). A propagacdo do potencial de
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acdo ao longo da membrana muscular e dos tibulos T estimula a liberagdo de Ca*" do reticulo
sarcoplasmatico promovendo a contracdo muscular (HILLE, 1992). O relaxamento da
musculatura ocorre com a remocdo do excesso de Ca”” do citoplasma para o reticulo
sarco(endo)plasmatico contra um gradiente de concentragio. A Ca*"-ATPase dos musculos
esquelético (SERCAT1) e do miocardio (SERCA?2) sdo as isoenzimas responsaveis por essa
acdo. Inibidores da SERCA potenciam a contragdo muscular (LUO, 2000 ). A tapsigargina
(TG), Acido Ciclopiazonico (CPA) e 2,5-di-(tert-butyl)-1,4-benzohydroquinone (tBHQ),
embora estruturalmente diferentes, os trés compostos inibem a Ca®’-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (RS) ou reticulo endoplasmatico (ER), sem afetar transporte de Ca®" na
membrana plasmatica. Mais importante ainda, estes fArmacos tém sido amplamente utilizados
em estudos fisioldgicos, uma vez que podem limitar um efeito que € independente de qualquer
produgdo de IP; ou estimulagdo da proteina quinase C. (GROVER ; KHAN 1992; ROONEY;
MELDOLESI, 1996). Entre os trés inibidores, TG demonstra a maior afinidade para SERCAs
em relacdo ao CPA e TBHQ. Além disso, o tratamento com TG sdo apenas parcialmente
reversiveis, enquanto que os efeitos da CPA e TBHQ podem ser completamente revertidos.
Além disso, dependendo das isoformas de SERCAs estudadas, algumas diferencas na
sensibilidade a esses compostos tém sido observados. Por exemplo, TG inibe a SERCAs em
uma variedade de células musculares, enquanto as Ca’-ATPase do SR de células cardiacas
sdo apenas parcialmente inibidas. Em contraste, CPA ¢ TBHQ n3o tém seletividade
(MISSIAEN et al, 1991;. DETTBARN; PALADE, 1998; SALVADOR; MATA, 1998).

Apesar da possibilidade de ser estimulante, ¢ inesperado que a Fbut tenha bloqueado
diferentemente as duas isoformas de Ca*"-ATPase.

Serd necessario prosseguir com o estudo da Virola surinamensis purificando e

isolando os compostos constituintes.



8 - Conclusao
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8. CONCLUSAO
> A andlise da Fbut em CLAE com coluna de fase reversa gerou 10 fragdes purificadas;
> Fbut foram recromatografadas em CLAE analitica para avaliagdo do grau de pureza e

enviadas para identifica¢do quimica visando futuros estudos;

> No teste geral de atividades com administragdo oral de doses elevadas do EA e da

Fbut (1,0 g/kg) nenhum sinal caracteristico de atividade foi observado;

> A injecao endovenosa do EA, e da Fbut em ratos anestesiados produziu hipotensao

rapida e passageira, proporcional a dose injetada, sem alteracao da freqiiéncia cardica;

> O efeito hipotensor da Fbut ndo foi bloqueado pelo tratamento prévio com atropina;

> O tratamento prévio com o EA ou com a Fbut reduziu a hipertensao produzida pela

injecdo de noradrenalina;

> O efeito da adrenalina na pressado arterial foi invertido com a injec¢do prévia do EA;

> A Fbut ndo inverteu a acdo pressorica da adrenalina, mas bloqueou com mesma

intensidade a hipertensao produzida pela noradrenalina e adrenalina;

> O tratamento com a Fbut (150 mg/kg) administrada com sonda oral reduziu
progressivamente a pressao a partir dos 30 min do tratamento, com a dose maior de Fbut (300
mg/kg), produziu efeito semelhante, um pouco mais rapido e mais intenso como esperado da

dose utilizada;
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> As substancias absorvidas ndo modificaram o comportamento animal no teste de
Irwin, mas produziram hipotensdo reversivel com inicio em torno de 30 minutos, tempo

necessario para o esvaziamento gastrico;

> O tratamento repetido durante 7 dias ndo modificou o comportamento animal, mas
houve um efeito residual acumulado da FBut que a cada dia reduziu o valor basal da pressao

arterial dos ratos;

> Com o método de registro indireto ficou claro que a Fbut reduziu a pressdo arterial
sistélica de forma rapida, proporcionalmente as doses administradas e que o efeito foi

reversivel com a interrupgdo do tratamento;

> Nos anéis de aorta sem endotélio, a incubacdo da Fbut relaxou o tonus de maneira

concentragdo-dependente mostrando que Fbut nao interfere no sistema NOS;

> Este efeito foi indicativo de antagonismo competitivo e refor¢a as evidéncias obtidas
na pressdo arterial de que o mecanismo da hipotensao produzida pela Fbut é o bloqueio de

receptores adrenoceptivos tipo a;;

> A incubacdo de Fbut em concentragdo 10 vezes maior que a efetiva na aorta, ndo
modificou a freqiiéncia ou a for¢a de contragcdo atrial, indicando que a excitabilidade e o

acoplamento excitagdo-contracdo do miocéardio ndo foram alterados;

> Incubacao da Fbut potenciou a contragdo obtida por estimulo direto da fibra muscular;

> Apesar da possibilidade ser estimulante, ¢ inesperado que a Fbut tenha bloqueado

diferentemente as duas isoformas de Ca*>"-ATPase. Inibidores da SERCA.
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