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1- INTRODUCAO

De todos os métodos da medicina natural a fitoterapia é sem duvida a
mais antiga. Dele j& lancava mdo o homem pré-historico, que aprendeu, como
0s animais, a distinguir as plantas comestiveis daquelas que podiam ajuda-lo a
sanar suas doencas..

O conjunto de dados a respeito de plantas e de suas virtudes curativas,
transmitidos de uma geragdo a outra, aos poucos foi sendo enriquecido com a
incorporacdo continua de novos conhecimentos, adquiridos através da
experimentacdo pratica guiada pela intuicdo. Na antiglidade, chineses,
egipcios, hindus, gregos e romanos ja dispunham de informacdes mais
detalhadas sobre ervas medicinais sendo com o tempo classificadas e
catalogadas, de acordo com critérios que levavam em conta tanto sua forma,
cor, sabor e aroma como também suas ligacdes com o0s astros e seus atributos
magicos. k

Com a evolugdo da ciéncia e o aperfeicoamento dos sistemas e
instrumentos de analise, as plantas medicinais comegaram a&‘ser:estudadas do
ponto de vista de sua composi¢cdo quimica, procurando-se isolar seus
principios ativos para verificar que efeitos exerciam sobre o organismo animal

e humano.

1.1. As Plantas Medicinais no Brasil

Historicamente, a maioria das plantas medicinais introduzidas nas
primeiras fannacopéias o foram por sua reputacdo terapéutica sendo que as
referéncias existentes sdo anteriores a 1960. Em toda a América Latina, as
fontes de infonnagdo sobre plantas medicinais provém da medicina popular e

dos antigos compéndios de fitoterapia, refletindo o emprego de remeédios



nuina época em que critérios éticos e cientificos ndo haviam sido definidos
(Jorquera  Uf/., 1993).

No Brasil, as plantas medicinais sdo consideradas como produtos nao-
éticos, tratados em muitos casos como suplemento alimentar, podendo ser
adquiridas em farmécias de manipulacdo, supermercados e feiras livres, sendo
0 controle de qualidade bastante precario ou ndo existente. Além disso, no
atual momento ainda ndo se faz necessario por lei o registro no Ministério da
Saude ou qualquer outro 6rgdo controlador para o comércio e venda de plantas
medicinais, a granel ou embalados como chas em saquinhos (Ferreira et ai,
1998).

Com relacdo as estimativas do mercado mundial de fitoterapicos, as
estatisticas variam consideravelmente em fungdo dos diferentes critérios
empregados para a analise. Tomando-se como exemplo o traballio de Jorg
Grinwald (1995), baseado em dados do IMS e do Herbal Medicai Database, o
mercado mundial de fitoterapicos estd avaliado em US$ 124 bilhGes,

representando cerca de 5% do mercado mundial de produtos farmacéuticos.

1.2. Cuphea carthagenensis (Jacq) Mcbride

As plantas de uso popular indicadas empiricamente, foram durante
muitos anos empregadas no tratamento de uma série de enfermidades. Deve
ser considerado, no' entanto, que ao serem utilizadas como “medicamentos”,
devem ser avaliadas como tal, pela real comprovacdo de sua efetividade e seu
indice terapéutico.

Sete-sangrias, cuféia ou guanxuma vennellia sdo os nomes populares
dados as varias especies do género Cuphea da famiha Lythraceae. A familia
das Litraceas, constituida de 22 géneros e 500 espécies, é caracteristica das

regibes tropicais e subtropicais do continente americano, sendo encontrada



principalmente no Brasil e no México. O termo “Litracea”, segundo Hoelme
(1939-1978) derivou de Lythrum, que significa “sangue derramado”. As sete-
sangrias mais populares no Brasil sdo as do género Cuphea, sendo-lhes
atribuidas propriedades anti-sifilitica, antifebril, diaforética, laxativa, diurética
e depurativa, além de ser considerada excelente remédio contra a
aterosclerose, hipertensdo arterial e palpitagcbes do coracdo. (Hoehne, 1939-
1979; Pio Corréa, 1926-1979; Almeida, 1993). Sdo plantas campestres,
resistentes a periodos de seca prolongada e de raizes extremamente rijas e
longas. As plantas desse género caracterizam-se por apresentarem pequenas
flores, roseas ou vermelhas, apresentando longa giba sobre a base do caUce,
tipica das Litraceas. O género Cuphea tem no Brasil sua maior representacao
(93 espécies). Entre elas, sdo encontradas as arbustivas raras e as
arborescentes nulas, sendo todas ervas com menos de 50 cm de altura (Santos
etal, 1987).

Na Ilha de Santa Catarina, as sete-sangrias sdo encontradas nas
localidades de Jureré, Rio Tavares, Rio Vermellio e Pantano do Sul, sempre
em terrenos Umidos, como é de preferéncia da planta (Loiuieig™.1969; Daros et
al, 1996). Na localidade da Costa da Lagoa foram encontradas as espécies
Cuphea carthagenensis (Jacq) Mcbride e Cuphea® calophylla Cham. et
Schlecht identificadas pelo botanico Daniel de Barcellos Falkenberg (Depto de
BotanicaAJFSC).

Apesar de sua popularidade o género Cuphea ainda é muito pouco
estudado. Estudos quimicos se restringem ao Oleo da semente, rico em acido
laurico e caprico e de interesse para a industria alimenticia, e aos extratos
apoiares da planta com identificacdo de stigmasterol, sitosterol, agUcares livres
e triterpenos (Gonzalez et al, 1994) sem referéncias a presenca de
flavonoides, caracterizados em ensaios fitoquimicos preliminares (Grenand et
ai, 1987).



Estudos farmacologicos preliminares confirmaram a acéo hipotensora do
extrato bruto aquoso de Cuphea aperta Koehne, efeito este dissociado da
acdo anticolinesterasica também apresentada pelo mesmo extrato e
evidenciaram uma acdo em nivel central com potenciacdo do sono barbiturico

(Santos et ai, 1987; Soezima et ai, 1992).



Figura 1 - Cuphea carthagenensis (Jacq) Mcbride. Coletada na Localidade da

Costa da Lagoa - Floriandpolis - Santa Catarina.



1.3. Oxido Nitrico

Nos ultimos anos, o éxido nitrico (NO), um gas lipossoluvel, de meia
vida curta e altamente reativo, tomou-se uma das moléculas mais exploradas
da pesquisa biomédica. O interesse pelo papel fisioldgico do 6xido nitrico
(NO) teve inicio na década de 80, quando Furchgott e Zawadzki (1980)
caracterizaram esta molécula como sendo o Fator de Relaxamento Dependente
do Endotélio (EDRF), responsavel pelo relaxamento vascular induzido pela
acetilcolina. Em 1988, Palmer et al. verificaram que o NO é sintetizado a partir
de um dos nitrogénios guanidino do aminoacido L-arginina, que é convertida
em L-citrulina e que essa reacdo é catalizada pela enzima oOxido nitrico sintase
(NOS). A formacdo NO a partir da L-arginina é promovida em duas etapas. Na
primeira etapa, ocorre a formagdo do intermediario N®-liidroxi-L-arginina. Na
segunda etapa, o0 NO e a L-citrulina sdo gerados a partir da molécula
intennediaria e da oxidacdo de NADPH e ILtbiopterina (cofatores da enzima
NOS)(Aokiera/., 1995).

Existem até o momento, trés isoformas de NOS, codificadas por gens distintos,
gue diferem quanto aos cofatores necessarios para a sua sintese e quanto a sua
flmgdo (Moncada, 1994). A NOS do tipo I, também chamada de NOS neuronal
(n-NOS) por estar presente nas células nervosas e a NOS do tipo Ill ou
endotehal (e-NOS), presente nas células endotehais vasculares e plaquetas, sdo
ditas constitutivas. Estas isofonnas sdo dependentes de céalcio e cahnodulina
para sua ativacdo e produzem quantidades picomolares de NO, liberadas em
curtos periodos (Aoki et ai, 1995). No processo de formacdo do NO a partir
das isofonnas constitutivas, o ion calcio liga-se & protéina cahnodulina,
fonnando um complexo que interage com a NOS. A enzima por sua vez,

consome a L-arginina e libera NO e L-citmlina (Aoki er Gff., 1995).



A liberacdo do NO proveniente das NOS constitutivas é promovida por
estimulos fisicos ou ainda por determinados agonistas (bradicinina, histamina,
acetilcolina) e horménios (Schulz e Triggle, 1994).

Uma outra isoforma, denominada de NOS do tipo Il é também chamada
de NOS induzida (INOS), pois sua sintese nas células precisa ser induzida por
fatores como lipopohssacarideos bacterianos e/ou determinadas citocinas
(Schulz e Triggle, 1994). Esta enzima é calcio independente e pode ser
encontrada em muitos tecidos, como nas células hsas musculares e macrofagos
e nesse caso, 0 NO é produzido em quantidades nanomolares e por longos
periodos (Aokiei a/., 1995).

Todas as isoformas de NOS descritas requerem NADPH (forma
reduzida do dinucleotideo fosfato de nicotinamida adenina), L-arginina e
oxigénio molecular como substratos e FAD (dinucleotideo de flavina), FMN
(mononucleotideo de flavina), THB4 (tetrahidrobiopterina) e grupamento heme
como cofatores, liberando NO e L-citrulina como produtos (Schulz e Triggle,
1994; Lischer, 1991).

A vasta localizacdo iceMarsdas -NOS somada a meia vida efemera do
NO e sua grande capacidade de difusdo, revelam sua importancia em inimeros
sistemas bioldgicos. Dentre inimeros mecanismos descritos, o NO
desempenha papel relevante em processos imunoldgicos, na aprendizagem e na
memoria, na neurotransmissdo, no controle da pressdo arterial e ainda na
inibicdo da agregacdo plaquetaria (Moncada et al., 1991; Snyder e Bredt,
1992).

1.3.1. NO e Tonus Vascular

O endotélio possui um papel relevante na homeostase vascular, bem

como na modulacdo de diversas funcdes fisioldgicas (Jaffe, 1985;Vane et al..



1990; Ramos, 1992). As células endoteliais sintetizam e liberam uma grande
variedade de substancias como as endotelinas, angiotensina, fator ativador de
plaquetas, fator hiperpolarizante derivado do endotélio, interleucinas,
prostaciclinas e NO (Luscher, 1994). O equilibrio entre a sintese e a liberacéo
dos agentes vasoconstritores e vasodilatadores mantém o sistema
cardiovascular sob um tonus controlado de vasodilatacdo e a regulacdo desse
tonus é de fimdamental importancia no controle da pressdo arterial e do fluxo
sanguineo (Harrison, ei al, 1992; Snyder e Bred, 1992; Falcone, 1995).

A liberacédo basal de NO consiste num dos mais simples e fiindamentais
mecanismos de adaptacdo do sistema cardiovascular na manutencdo do ténus
normal dos vasos. O NO é liberado pelas células endoteliais quando ocorre um
aumento do fluxo sangliineo e conseqlente aumento do estresse de
cisalliamento {shear stress). A elevacdo da pressdo sangiinea sobre a parede
dos vasos, promove um aumento compensatério na liberacdo de NO, que entéo
relaxa esses vasos (Sessa etml \99A\ Lischer, 1991).

Quando o NO difunde-se para o citoplasma das células lisas vasculares
subjacentes ao endotélio,«liga:sefr:a0”rro presente no grupamentorfieme da
enzima guanilato ciclase soluvel, alterando sua conformacdo. Esta enzima por
sua vez, converte o nucleotideo trifosfato de guanosina (GTP) , fonnando o
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), segundo mensageiro intracelular,
responsavel por muitas das acGes do NO (Furchgott, 1984). A atuacdo do
GMPc sobre proteinas quinase, determinadas fosfodiesterases e canais idnicos,
0s quais modulam a concentragéo intracelular de célcio, promove a diminuicéo
da forca de contracdo e consequiente relaxamento muscular (Milboume e
Bygrave, 1995; Marin e Rodriguez-Martinez, 1995). Pequenas concentragdes
de NO sdo capazes de ativar a guanilato ciclase, elevando 0s niveis
intracelulares de GMPc (Ignarro, 1990; Moncada et al, 1991; Aoki et
o/.,1995).



A importancia do NO no controle do toénus vascular pode ser
evidenciada pela administracdo experimental de certos inibidores das enzimas
NOS e guanilato ciclase (Gibson e Lilley, 1997). A administracdo de analogos
da L-arginina, como o N®-nitro-L-arginina (L-NOARG) por via oral ou
endovenosa € capaz de promover a contracdo significativa de artérias
(Vallance et al, 1989; Moore et al, 1990) além de uma hipertensdo que pode
ser mantida por periodos relativamente longos (Rees et al, 1989; Vallance et
al, 1989). Na etapa de formacdo do GMPc, tanto o azul de metileno quanto o
IH-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alfa]quinoxalina (ODQ), ambos drogas inibidoras da
enzima guanilato ciclase, sdo também capazes de inibir o relaxamento induzido
pelo NO em anéis de aorta toracica de coelhos (Ragazzi et al, 1995; Husain
eia/., 1987).

O NO ndo somente controla a pressdo arterial e o fluxo sanguineo
(Griendling e Alexander 1996), como também atua na agregacdo plaquetaria
(Radomski et™al, 1990) e na proliferacdo do musculo hso vascular (Dubey et
al, 1993). Quando o NO difunde-se para o interior das plaquetas, 0 aumento
de GMPc prornove-a idiininuicdo da agregacdo plaquetaria e previne a adesdo
destas ao endotélio (Luscher, 1994; Fernandes e Assreuy, 1995).

A participacdo da via L-arginina-NO tem sido imphcada em varias
desordens associadas tanto com a produgcdo excessiva quanto com a
subproducdo de NO (Moncada e Higgs, 1993; Lischer, 1994). Todavia, sendo
0 NO uma espécie reativa de oxigénio, outros mecanismos tém sido propostos
para explicar as inumeras enfennidades decorrentes do efeito inadequado desta

molécula nas células alvo.
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1.3.2. NO e Demais Espécies Reativas de Oxigénio (ERQOs)

O organismo dispbe de um sutil mecanismo de equilibrio entre a
producdo das espécies reativas de oxigénio (NO, 02, ONOO* *OH...) e os
sistemas antioxidantps. No entanto, em doencas como no diabetes,
aterosclerose, isquemia e em processos inflamatorios, ocorre um desequilibrio
na producdo/inativacdo destas espécies reativas, havendo exposicdo celular ao
estresse oxidativo e subseqiientes alteragcbes na homeostase do célcio.
(Orrenius et al, 1989; Pruijn et al, 1989). O aumento da concentracdo de
espécies reativas promove uma série de alteracdes como a oxidacdo de acidos
graxos poliinsaturados e a deplecdo intracelular de grupamentos tidhcos livres
e hgados as membranas protéicas (Orrenius et a/., 1989; Bast et al, 1991).
Paralelamente, ocorrem a contracdo do musculo liso, 0 aumento da agregacao
plaquetaria e a ativacdo de inumeras enzimas degradativas, incluindo as
fosfohpases, proteases e endonucleases (Orrenius et 0/.,1989; Bast et al,
1991).

A inativacdo do Fator de Relaxamento derivado do endotélio (EDRF)
pelo 02'. foi determinado antes mesmo da descoberta de que o EDRF se
tratava do NO (Wei et al, 1985; Rubanyi e Vanlioutte, 1986; Pahner et
al.,1987). O radical 02'. é continuamente gerado in vivo na mitocéndria,
através da cadeia respiratoria (Shigenaga et al, 1994) e por enzimas NADPH
oxidases (Baggiolini e Wymann, 1990; Shigenaga et al, 1994). Apesar disso, a
concentracdo de O2. no interior das células é relativamente baixo , em tomo
de 10-IOOpM, devido a acdo da enzima superdxido desmutase (SOD), que
inativa 0 02'. formando H202 (Gryglewski et al, 1986; Gartner e Fridovich,
1991).
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Embora a dismutacdo do 02'. pela SOD seja uma reagcdo enzimatica
rapida (Klug et al., 1972), a velocidade de reacdo deste anion com o NO ¢é
duas a trés vezes mais veloz. Desta maneira, 0 NO compete com a SOD pelo
0{. , podendo ocorrer a formacédo de peroxinitrito (ONOO') (Beckman et al,
1990).

NO +02'.->0NO0O0"

A concentracdo de NO nonnalmente verificada in vivo varia de 10-
I00OnM, mas pode ser significativamente aumentada, por exemplo durante uma
oclusdo de artéria cerebral, elevando a concentracdo para valores de até 4|j,M.
Isso acarreta num maior niumero de moléculas de NO , que por sua vez podem
reagir como Oi'., formando ONOO'(Malinskiei €., 1993).

O radical ONOOQO'. ¢ efetivamente mais reativo que seus precursores
além de ser mais toxico para a célula, guando comparado com o H202, 02* ou
NO (Beckman et al, 1990; Zhu et al, 1992; Brunelli et al, 1995; Demiryurek
et ah, 1998). Este radical € capaz de promover inimeros danos oxidativos
como a oxidacdo de proteinas (Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995), a
peroxidacdQ"iipidica (Radi et al, 1991a) e a oxidacdo de grupamentos tiolicos
(Radi et al, 1991b). No interior da célula, 0 ONOOQ'. reage com grupamentos
tidlicos livres, com destaque para a glutationa que é encontrada em maiores
concentracdes (Reed, 1990). Os gnipamentos tidlicos sdo encontrados em altas
concentracBes (5-10 mM) no interior da célula e fazem parte do mecanismo de
protecdo contra a acdo toxica de radicais como 0 ONOO' (Radi et al, 1991b;
Augusto et al, 1994). Estes grupamentos sdo 0s principais responsaveis pelo
seqliestro de radicais peroxil e sua oxidacdo por parte do radical ONOO'
acarreta em perda da funcdo antioxidante. O sistema eficaz de protecdo dos
grupamentos tidlicos pode justificar a razdo pela qual, aparentemente, ndo
existam enzimas ou antioxidantes especificos para 0 ONOO'. (Murphy et al,
1998).
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O radical OH pode ser gerado através da reagdo do O2'. e H202 com
determinados metais de transicdo como o ferro e 0 cobre presentes em
determinadas proteinas:

02'. + -> 02 + ™
H202+ Fe*™ -> OH + OH' + ™" (Reacao de Fenton)

Este tipo de radical pode ser gerado nas células em inimeras situacoes,
como na fagocitose (Baehner et ai, 1982), na biossintese de prostaglandinas,
especialmente na transformacdo de PGG2para PGH2 (Torrieli et al, 1984), na
peroxidacdo lipidica (Marin e Rodriguez-Martinez, 1995) dentre outras.

Alguns estudos tém demonstrado que em neutrofilos, a geracdo de
radicais OH é baixa (Ramos et al, 1992) devido aos polimorfos apresentarem
enzimas como a catalase e mieloperoxidases, responsaveis pelo consumo de
H202. Além disso, a maior parte do ferro encontrado em determinadas
proteinas como transferrinas, lactoferrinas e ferritinas, esta presente na sua
forma inativa (Monteiro e Winterboum, 1989), dificultando a reacdo de Fenton
e consequentemente a formacdo de OH (Sauberman et al, 1983). Por outro
lado,-caso "estas células gerem uma quantidade consideravel de 02'. , estes
radicais ganham acesso aos estoques intracelulares de ferro, promovendo a
liberagdo do mesmo e consequientemente a geragdo de radicais OH (Grisham,
1992).

1.3.3. Desordens Cardiovasculares Relacionadas com 0 NO
1.3.3.1. Hipertensdo Arterial

" A hipertensdo € uma desordem circulatdria associada a imia alteracdo da
pressdo arterial decorrente de um aumento da resisténcia vascular periférica
(Vanlioutte e Luscher, 1986). No sistema cardiovascular, os elementos que em

ultima anahse detenninara a resisténcia vascular periférica sdo as artérias de
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pequeno calibre ou arteriolas, com diametro em tomo de 200jom. (Folkow,
1982).

A combinagéo entre a descarga intermitente da bomba cardiaca e a alta
resisténcia das arteriolas permite que o organismo mantenha um aporte
sanguineo constante nos tecidos. Por outro lado, caso ocorra um aumento
adicional a resisténcia dessas arteriolas (decorrente do aumento da contracéo
dos vasos e/ou espessamento da musculatura Usa vascular), ocorre também
uma elevacdo adicional de pressdo do sistema arterial para assegurar um fluxo
inalterado nos capilares (Krieger e Krieger, 1995).

A hipertensdo portanto, pode ser ocasionada pelo desequilibrio entre a
producdo de fatores vasoconstritores e/ou pela producéo deficiente de fatores
vasodilatadores, com o0 consequente aumento do grau de contracdo da
musculatura lisa vascular (Lischer, 1994).

Além das catecolaminas hberadas pelo Sistema Nervoso Simpaético,
outras substancias de acdo vasoconstritora tém papel iguahnente importante no
controle da presséo arterial (Krieger e Krieger, 1995).

O endotélio vascular produz indmeras substancias vasoconstritoras
passiveis de serem implicadas nos processos hipertensivos, como por exemplo
a angiotensina Il (All) e a endotelina I (ETI) (Luscher et al.,, 1992). A
angiotensina Il, um octapeptideo formado a partir da enzima conversora de
angiotensina (EGA), esta diretamente imphcada na fisiopatogenia da
hipertensdo. A participacdo da angiotensina em processos hipertensivos pode
ser verificada em experimentos realizados com aorta e artéria coronaria de
ratos geneticamente hipertensivos (SHR - Spontaneously hypertensive rats).
Nestes vasos, foi observado um aumento significativo das respostas contrateis
induzidas pela angiotensina, além de uma maior atividade da EGA (Tschudi e
Lischer, 1995).
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Com relacdo as endotelinas, o papel destes peptideos na hipertensao
permanece ainda controverso. No entanto, estudos tém revelado um aumento
significativo no nivel de endotelinas, em desordens ligadas a hipertensao
arterial, como no infarte do miocardio e na aterosclerose (Luscher, 1994).

Apesar das inUmeras pesquisas relacionadas a patogenia da hipertenséo,
muitas questbes permanecem ainda controversas. Inicialmente foi proposto que
a simples diminuicdo da hberacdo de agentes vasodilatadores como NO,
prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do endotého (EDHF),
poderiam acarretar o inicio da doenca . No entanto varios estudos
determinaram que enquanto certos leitos vasculares sdo afetados pela
diminuicdo do relaxamento via endotého, outros mantém a fimcéo endotehal
inalterada, em detrimento da pressdo arterial elevada. (Llsher e Vanhoutte,
1986; Lusher, 1991; Tschudi et al, 1991).

Uma das teorias mais aceitas atualmente, descreve que O
vasorelaxamento deficiente que ocorre na hipertensdo, diz respeito a inativacéo
do NO, devido a um desequilibrio entre sua producdo e a  geracdo
concomitante das espécies reativas, como por exemplo, O radical anion
superéxido (Nava ei a/., 1995).

De acordo com uma pesquisa recente, realizada com mulheres em
situacdo de pré-eclampsia, foi verificado que embora a atividade da e-NOS
seja maior nesta patologia, ocorre um aumento na formacdo de peroxinitrito,
além de uma diminuicdo da atividade da SOD ( Roggensack et a/., 1999).
Estes dados corroboram com a teoria acima, onde a geracdo de peroxinitrito,

seria uma conseqiiéncia da inativagdo do NO pelo 02'. .
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1.3.3.2. Aterosclerose

Em termos gerais, a aterosclerose pode ser definida pela formacéo de
depositos espessos de colesterol e seus ésteres na superficie das artérias,
desencadeando processos de calcificacdo, necrose, trombose e ulceracdo de
vasos. Estad atualmente bem estabelecido que niveis plasmaticos elevados de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) combinados com niveis baixos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) constituem fator de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose (Esterbauer et a/., 1990; Quinlan et al, 1994;
Batlouni, 1997).

As LDL sdo formadas por um complexo de lipides polares e neutros,
uma proteina de grande peso molecular (apolipoproteina B ou apo B) e
antioxidantes lipofilicos, principalmente o alfa-tocoferol e o beta-caroteno
(Batlouni, 1997). A peroxidacao lipidica tem inicio a partir dos acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipides, localizados na parte externa e hidrofilica das
LDL. Em seguida, atinge o centro liidrofobico das lipoproteinas, oxidandoeos-
acidos graxos poliinsaturados e o colesterol e finalmente, degrada a apo B
(Steinbrechereia/., 1990; Witztum, 1993).

Embora as reacbes de peroxidacdo lipidica envolvam, na maioria das
vezes, luna série de componentes e produtos de oxidacdo, elas podem ser
divididas em trés fases principais; iniciacdo, propagacao e reacdo terminal. A
peroxidacdo lipidica inicia quando um atomo de hidrogénio de um acido graxo
poliinsaturado é abstraido pelas EROs, com a subseqlente formacdo de um
radical alquila. De acordo com o esquema abaixo:

R+LH~L+RH
onde R'representa a espécie reativa iniciante capaz de promover a oxidagao

do acido graxo poliinsaturado e LH representa o substrato lipidico.
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A fase de propagacdo ocorre quando o radical alquila formado reage
prontamente com o oxigénio molecular, formando um radical peroxila:
L+02-~L02

o radical peroxila por sua vez, é capaz de abstrair um atomo de hidrogénio de
outro acido graxo poliinsaturado com a concomitante formacdo de um novo
radical lipidico (alquila) juntamente com um lipidio hidroperoxido;

LO2+LH->L + LOOH
Visto que os radicais alquila e peroxila podem ser regenerados, ocorre
consequentemente uma reacdo em cadeia, com um ciclo de propagacao
indefinido e as moléculas lipidicas (substratos da reacdo) sendo continuamente
convertidas em peroxilipideos a partir de cada reacdo inicial. Contudo, este
ciclo ndo é 100% eficiente e radicais peroxila podem reagir entre si,
finahzando a reacdo em cadeia. A oxidacdo de lipideos pode ainda ser
promovida por metais de transi¢cdo, como O cobre e as heme proteinas, através
de um processo que requer a presenca de hidroperoxidos lipidicos (Thomas e
Jackson, 1991).

LO2+ LO2 Produtos (Reacdo Terminal)

(Darley-Usmar er a/., 1995)

De acordo com a literatura, uma série de mecanismos tém sido sugeridos
na patogenia da aterosclerose. Apos a formacgdo dos ateromas, a passagem de
NO poderia estar sendo dificultada devido a alta proliferacdo da musculatura
hsa vascular (Lopez et al.,, 1989). Ainda segundo Rubbo et ai, (1994) a
inativagdo do NO pelo O2. (gerando ONOQO?’.) favoreceria a oxidacédo, sendo
que a reacdo do NO com os produtos intermediarios da peroxidacdo lipidica
impediria a propagacdo da reacdo em cadeia (Rubbo et ai, 1994). O radical
ONOOQO' por sua vez, participa na aterosclerose, basicamente de duas maneiras.
Devido a ser um produto resultante da inativacdo do NO e ndo ser capaz de

ativar a guanilato ciclase de maneira efetiva, contribui para a circulagcdo
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vascular deficiente. Além disso, 0 ONOO' pode iniciar a peroxidacao lipidica
per se ou através da oxidacdo de grupamentos sulfidrilicos, facilitando desta
maneira a formacédo dos ateromas (White et al, 1994).

A hipétese de que a peroxidacdo lipidica desempenha um importante
papel na patogenia da aterosclerose despertou crescente entusiasmo sobre o
uso de antioxidantes como agentes antiaterogénicos. Os antioxidantes
sequestram os radicais formados, juntamente com outras enzimas capazes de
prevenir a acdo de espécies reativas (Farber et al, 1990; Sies, 1993). Por outro
lado, nas doencas cardiovasculares, 0s antioxidantes presentes na propria
lipoproteina, nem sempre sdo capazes de oferecer uma protecdo satisfatoria e
uma extensiva peroxidacdo lipidica pode ocorrer, contribuindo para a
patogenia da aterosclerose (Palinski et al., 1989; Esterbauer et al, 1990; Yla-

Herttuala ei a/., 1990; Salonen ei a/., 1992).

1.4. Flavondéides como Antioxidantes

w Os flavondides sdo compostos derivados biossinteticmiiente=.da chalcona
e largamente distribuidos no reino vegetal, sendo encontrados em diversos
alimentos como macd, uva, brdcolis, cebola, aipo, péssego, cha e vinlio tinto
(Dragsted, 1993; Batlouni, 1997; Kaneko e Baba, 1999). Muito embora
apresentem variacdes estruturais, todos sdo formados por quinze atomos de
carbono no seu nucleo bésico, arranjados numa configuracdo C6-C3-C6, com
dois anéis aromaticos hgados por trés unidades de carbono que podem ou néo
formar um terceiro anel. Neste Gltimo caso, o nucleo basico vem a constituir o
2-fenilbenzopirano, caracteristico para a maioria dessas substancias (Rice-
Evans, 1996).
O atual interesse das pesquisas no que diz respeito a bioatividade dos

flavonoides é devido, ao menos em parte, ao potencial benéfico de seus
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componentes fendlicos (Saponara e Bosisio, 1998), 0s quais possuem a
capacidade de sequestrar as espécies reativas de oxigénio (EROSs) nos sistemas
biologicos, impedindo a oxidacdo de biomoléculas (Dragsted, 1993). De
acordo com inUmeras pesquisas descritas na literatura, a ingesta dietética
deficiente de substancias antioxidantes, como a vitamina E, vitamina C, o beta-
caroteno e determinados flavonoides, estaria associada a maior incidéncia de
desordens cardiovascgulares ( Esterbauer et a/., 1990; Maxwell et al, 1994,
Batlouni, 1997).

Estudos indicam que a quercetina, um dos principais flavondides
encontrados em fintas e plantas de uso medicinal, é capaz de remover radicais
superdxido e peréxidos lipidicos, inibindo a oxidacdo das LDL e os efeitos
citotoxicos das LDL oxidadas em macrdéfagos (Husain et al, 1987; Negre-
Salvagyre e Salvagyre, 1992). Noutro experimento, a administracao
suplementar de quercetina + catequina numa dieta rica em acidos graxos mono
e poliinsaturados, promoveu a reducdo da peroxidagdo lipidica em ratos
(Fremont et al, 1998). Outras pesquisas indicam que dietas ricas em vegetais
também protegem o organismo contra certos tipos de canGer.>sendo essa
protecdo atribuida, ao menos em parte, aos flavondides presentes na
alimentacdo, além da vitamina C e dos (3-carotenos (Avila et al, 1994; Dutliie
e Dobson, 1999).

O vinho tinto contém diversos compostos fendlicos, flavondides e néo
flavonoides, incluindo as catequinas, epicatequinas, flavonodis, antocianinas e
taninos solGveis. Uma questdo recentemente discutida é a correlacdo entre o
consumo de vinlio tinto e a dieta rica em flavonodides, com a baixa incidéncia
de doenca arterial coronaria (DAC), observada em algumas regides da Franga
(paradoxo fi-ancés). O sul da Franca mantém uma baixa incidéncia de DAC, a
despeito do alto consumo de cigarros e gorduras na dieta (Renaud e De

Lorgeril, 1992). Acredita-se que, sendo a fonte alimentar daquele pais muito
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rica em constituintes fendlicos presentes no éleo de oliva, fintas citricas e no
proprio vinho tinto, poderia estar contribuindo na diminui¢cdo do nimero de
casos da doenca (Andriambeloson, 1997).

A associacdo entre a ingestdo dietética de flavondides e mortalidade
corondria subsequliente foi também avaliada num estudo envolvendo 5133
homens e mulheres, entre 30 e 69 anos, sem historico de cardiopatias, de 30
comunidades da Finlandia. As observacgdes iniciaram-se em 1967/72 e foram
acompanhadas até 1992. Os autores concluiram que os individuos com baixa
ingesta de flavondides apresentaram maior risco de desenvolver DAC (Knekt
etal,\996).

Os flavondides tém sido portanto, muito discutidos na literatura, sendo
suas propriedades terapéuticas amplamente sugeridas em iniUmeras pesquisas
feitas em animais e humanos, empregando-se os mais diferentes métodos de
investigacdo. Com base nos dados obtidos na literatura, o presente estudo
propde uma possivel acdo vasorelaxante do EBHA, Sracdes e subfragbes de
Cuphea carthagenensis, pela reahzagdo de estudos farmacoldgicos, in vitro,
seguidos de ensaios bioquimicos para a verificacdo”,..da xapacidade

antioxidante.



2 - OBJETIVOS

A partir do conhecimento do emprego popular de C. carthagenensis
(Jacq) Mcbride em desordens cardiocirculatorias, o presente trabalho foi

desenvolvido com os seguintes objetivos;

2.1. Objetivos gerais

2.1.1. Investigar a atividade farmacologica do extrato bruto hidroalcodhco
(EBHA), fracbes acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH), subfracdes
SN-1 e PPT-1 e quercetina sulfatada (FCOI) de Cuphea carthagenensis no

musculo liso vascular;

2.1.2. Relacionar o efeito obtido nos experimentos farmacoldgicos com a

atividade antioxidante dos componentes ativos da planta;

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Investigar a atividade fannacoldgica do extrato bruto hidroalcodhco
(EBHA), fracOes acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH), subfracdes
SN-1 e PPT-1 e quercetina sulfatada (FCOI) de Cuphea carthagenensis com
relacdo a capacidade vasorelaxante, em experimentos realizados através do

preparo de aneéis isolados de aorta toracica de ratos;

2.2.2. Verificar a influéncia de determinadas drogas atuantes na via

NO/GMPc, no relaxamento induzido pela fragdo BuOH,;
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2.2.3. Verificar a influéncia da incubacdo prévia da fragdo BuOH na contracéo

induzida pelo calcio e pela fenilefrina;

2.2.4. Analisar a influéncia da fragdo BuOH no relaxamento induzido por

determinados compostos doadores de NO;

2.2.5. Verificar a influéncia da incubacdo prévia de atropina, no relaxamento

induzido pela fracdo BuOH;

2.2.6. Caracterizar, através de ensaios bioquimicos, a capacidade
sequestradora de O2. e OH do EBHA, AcOEt, BUuOH e FCOI de C.
carthagenensis procurando relacionar a atividade antioxidante com o0s

resultados obtidos nos experimentos farmacologicos in vitro.



3 - MATERIAIS

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados com ratos machos Wistar (10 - 12
semanas), pesando entre 180 - 220 gramas, provindos do Biotério Setorial da
Coordenadoria Especial de Farmacologia, CCB, UFSC. Os animais foram
alojados em grupos de 5 a 10 e mantidos em caixas plasticas com serragem, a
temperatura de 22°C £ 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. A agua e racao

comercial foram fornecidas ad libitum.

3.2. Drogas

Todas as solucBes foram preparadas com agua destilada ou deionizada,
com sais de pureza analitica (Merk A.©., Rio de Janeiro, Brasil). As drogas,
bem como o EBHA, fragles, subfracOes e quercetina sulfatada foram
dissolvidas em agua destilada tamponadakKComfosfato (PBS, concentracdo em
inM: NaCl 137, KCI 2,7 e tampao fosfato 10) da Sigma Chemical Company,
St. Louis, EUA.

As seguintes drogas foram utihzadas: cloridrato de fenilefrina, cloridrato
de acetilcolina, cloreto de azul de metileno, N“ mtro-L-arginina (L-NOARG),
L-arginina, sulfato de atropina, superdxido dismutase (SOD), nitro-blue-
tetrazolium (NBT), é&cido nitrilotriacético (NTA), desoxirribose, é&cido
tiobarbitirico  (TBA), fenazina-metasulfato, nicotinamida  adenina
dinucleotideo reduzida (NADH), 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1), IH-

1,2,4]oxadiazolo[4,3-alfa]quinoxalin-l1-one (ODQ), xantina, xantina oxidase,
todas da Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA. A droga S-Nitroso-N-

acetilpenicilamina (SNA?) foi preparada de acordo com Field et al., 1978. O
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cloreto férrico, manitol e o peréxido de hidrogénio foram adquiridos da Reagen
e 0 acido tricloroacético (TCA) foi adquirido da Merk A.G., Rio de Janeiro,

Brasil.

3.3. Material Botanico

A espécie Cuphea carthagenensis foi coletada na localidade da Costa
da Lagoa da Conceicdo (Florianopohs, SC), sempre no periodo matutino. Para
a colheita do material (partes aéreas da planta), optou-se pelo final da
primavera e inicio do verdo, no periodo de dezembro/janeiro de 1995/96 (Lote
1) ejaneiro de 1997 (Lote 2). Os periodos escolhidos estdo relacionados com
a época de inflorescéncia da planta, onde a mesma pode ser reconhecida com
mais facihdade.

O material foi identificado pelo Prof Daniel de Barcellos Falkenberg, do
Depto. de Botanica da UFSC. Em seguida, foi iniciahnente seco a temperatura
ambiente € ao abrigo da luz, sendo posteriormente moido empregando-se um
triturador devfacas= -

4 - METODOS

4.1 Extracao

Os procedimentos de extracdo, fiacionamento, isolamento e identificagdo
de quercetina-3-sulfato, bem como os ensaios fitoquimicos preliminares foram
realizados pela Prof Dr™ Mareni Rocha Farias, do departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFSC.'

Para o isolamento da quercetina-3-sulfato (FCOI) foi utihzado um extrato

bruto hidroalcoohco preparado por maceracdo (24 hs) empregando-se 2,7 kg
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de folhas e caules, secos ao ar e moidos e 4 litros de etanol/agua (80:20) ),
preparado com o material do Lote 1

Para a obtencdo do EBHA, fracdes e subfragbes (utilizados nos
experimentos farmacologicos e bioquimicos) o EBHA foi preparado por
maceracdo empregando-se etanol/agua (70:30) na proporcao de 175g de planta
para 850 ml de Hquido extrator, por 3-4 dias. O extrato filtrado foi concentrado
em evaporador rotatorio para a eliminacdo do etanol e, posteriormente
liofilizado, obtendo-se 47 g do extrato bruto hidroalcoolico hofihzado,

preparados com o material do Lote 2.

4.2. Fracionamento dos Extratos

Os extratos foram suspensos em agua e fracionados por particdo
empregando-se solventes de polaridade crescente (éter de petréleo <
diclorometano < acetato de etila < n-butanol) de acordo com o0 esquema

apresentado na Figura 2.

4.2.1. Testes Fitoquimicos Preliminares

Com O objetivo de verificar os principais grupos de constituintes
quimicos presentes no EBHA, em cada uma das fracdes e interface insollvel
(ppt), foram realizadas algumas reacdes quimicas classicas de caracterizagédo
(Dominguez, 1973; Marini-Bettolo, 1980; Akerele, 1984). Os ensaios
indicaram reacGes positivas para compostos polifendhcos, flavondides, taninos
e esterdides e/ou nucleos triterpénicos. No EBHA, ndo foi detectada a

presenca de saponinas, antraquinonas livres e alcaloides
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A Tabela 1 resume o0s grupos quimicos de metabodlitos secundarios
obtidos na analise fitoquimica preliminar realizada com EBHA, fracbes e

interface insoltvel de Cuphea carthagenensis.

Figura 2 - Esquema de fracionamento do extrato bruto- liidroalcodlico de Cuphea
carthagenensis (Jacq.) Mcbride.

* rendimento calculado em relacéo a planta seca.

# rendimento calculado em relagéo ao extrato bruto.

Para as demais fracGes ndo foi possivel calcular o rendimento devido a pequena
quantidade obtida e a dificuldade de secagem do material.
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TABELA 1 - Constituintes quimicos presentes nos compostos de Cuphea

carihagenensis Jacq Mcbride.

Reacdes de Extrato ou Fracgdes
caracterizacédo EBHA EP CH2ClI2 AcOEt BuOH Aquo 1S
cloreto férrico + - - + + + +

(polifendis)
cianidina ou Shinoda + - - ++ ++ + ++

(flavonoides)

gelatina + - - + +
(taninos)
Stiasny
(tan. Condensados) + - - B} .
(tan. Hidrolisaveis) + - - . + +

Bomtrager

. * * * * * *
(antraquinonas)
Liebermann-Buchard
(nGcleos triterpénicos e £~ ++ + - m
esterodides)
Salkowisky + + +
(esterdides)
Espuma . -m
; * IS * * * *
(saponinas)
Kedde
(anel lactonico pentagonal F £~ - +
insaturado dos
cardenolideos)
. .Keller-Kilhani
(desoxioses em + + +
extremidades livres
dos heterosideos
cardiotdénicos)
* * * * *
M ayer
* . * * * *
Dargendorff
* * * * * *
W agner
* * * * *
Bertrand -

(alcaldides)

EBUA - extrato bruto hidroalcoolico; EP - fracdo éter de petroleo; CH2CI2 - fracdo
diclorometano; AcOEt - fracdo acetato de etila; BUOH - fracdo butandlica; Aquo -
fracdo aquosa; IS - interface insolavel.

++reacao positiva

+ reacdo fracamente positiva

+ reacdo duvidosa

*ndo realizado
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4.2.2. ldentificagdo da Substancia FCOI (quercetina-3-sulfato)

O grau de pureza de FCOI foi verificado através de cromatografia em
camada delgada, sendo a substancia identificada como quercetina-3-sulfato
através de dados espectroscopicos de ultravioleta e ressonancia magnética de
C~ , em comparacdo com dados da literatura, bem como hidrolise e

comparagdo cromatografica com padrdo de quercetina (Merck®).

OH
r-~k~"OH
HO

Figura 3 - Estrutura da substancia quercetina-3-sulfato (FCOI), isolada a partir,
da interface insoltvel (IS) de Cuphea carthagenensis e identificada através de.
técnicas cromatograficas e espectroscopicas. *

4.3. Montagem das Preparacbes Isoladas de Anel de Aorta Toracica de

Rato

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical seguido de
exsanguinacdo feita pela seccdo da artéria carétida. Apds a abertura da
cavidade toracica, a aorta foi delicadamente removida e transferida para uma
placa de Petri contendo solucdo fisioldgica especifica para este tipo de
preparacdo, retirando-se o0s tecidos adiposos e conectivos  adjacentes
(Andriambeloson era/., 1997).

O vaso foi entdo seccionado na fonna de anéis de 3 - 4 mm de

comprimento, os quais foram transferidos para cubas de vidro com volume
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total de 5 mL de solugdo de Krebs-Henseleit, de acordo com a seguinte
composicdo (mM): NaCl 118; KCI 4,7; CaCli 2,5; MgS04 1,2; KH2P040,9;
NaHCOs 25; glicose 11. Nos experimentos onde foram realizadas curvas
concentracao-resposta (CCR) cumulativas ao calcio, foi utilizada solucdo de
Krebs-Henseleit despolarizante, mediante a substituicdo isosmaética de NacCl
(37mM) por KCI (80mM). A solucdo nutriente foi mantida a 37°C, pH 7,4 e
aerada com uma mistura de 95% de O2e 5% de CO2.Duas hastes metalicas
foram inseridas na luz dos mesmos, sendo uma delas adaptada a um transdutor
de tensdo isométrica acoplado a um poligrafo da marca Beckmann 511-A. A
tensdo de repouso das preparacOes correspondeu a 1,0 g e a solucdo nutriente

foi substituida a cada 15 minutos.

4.3.1. Protocolos Experimentais Farmacoldgicos

Ap6s o periodo de equilibrio que variou de 45 a 90 minutos,
dependendo do ensaio experimental, as preparacbes foram contraidas com
fenilefrinai(36nM<4 OOnM) para verificar a capacidade contratil das mesmas.

A presenca do endotélio funcional foi avahada pela capacidade da
acetilcolina (ACh, I"iM) induzir ao relaxamento das preparacbes contraidas
previamente com fenilefrina. Somente as preparagbes que apresentaram
relaxamento igual ou superior a 80% foram consideradas com endotélio
integro.

Nos experimentos onde pretendeu-se investigar a relevancia do endotého
vascular na capacidade vasorelaxante do EBHA, fracbes e subfracOes, foi
realizada a remocdo da camada de células endoteliais (Corréa et al, 1991).
Para este procedimento, uma das hastes utilizadas na montagem dos vasos ao
sistema, foi levemente fbccionada contra a superficie interna das preparacdes.

A lesdo do endotélio vascular foi considerada apds a verificacdo da auséncia
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total de relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh, I1"M), em vasos
contraidos previamente com fenilefrina. Apos o teste da integridade do
endotélio, as preparacdes foram lavadas com solucéo fisiologica e mantidas em
repouso por 30 minutos. Convém esclarecer ainda, que cada preparagdo foi
exposta a uma Unica CCR cumulativa ao EBHA, as fracGes, subfracdes e ao

'FCOI &Q Cuphea carthagenensis.

4.3.1.1. Caracterizagdo do Efeito Vasorelaxante do EBHA, AcOEt,
BuOH, Subfracgdes SN-1, PPT-1 e do FCOI de Cuphea carthagenensis

Avaliadas a presenca ou a auséncia do endotélio vascular, as
preparacbes foram lavadas com solucdo nutriente sendo aguardados 30
minutos para o retomo da tensdo a linha de base. Em seguida, foram realizadas
CCR cumulativas individuais (0,1 - 3000,0 lug/mL) ao EBHA, as fracOes
AcOEt, BUOH e as subfracBes SN-1 e PPT-1, em anéis previamente contraidas
com fenilefrina (30 - 100 nM). Nas CCR cumulativas realizadas com a
quercetina sulfatada FCOI, a concentracdo variou de 0,01 - 300,0 |Jag/mL, em

preparacdes contraidas previamente com fenilefrina (30-100 nM).

4.3.1.2. Verificacdo da Influéncia da Fracdo BuOH de Cuphea
carthagenensis na Via NO/GMPc

Para avaliar a participagdo da via do oOxido nitrico (NO) no efeito
vasorelaxante da fracdo BuOH, foram reahzadas CCR cumulativas a essa
fracdo, em preparacdes com endotélio integro e na presenca de N"-nitro-L-
arginina (L-NOARG, 10 e 30 |iM), inibidor da enzima NO-sintase (Moore et
al,1990). O L-NOARG foi incubado 20 minutos antes da realizacdo das CCR

cumulativas a fragdo butanolica.
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O efeito relaxante da fracdo BUOH em aorta toracica de ratos também
foi avaliado na presenca de um excesso de L-arginina (ImM), substrato
endogeno de NO, incubada 10 minutos antes da adi¢cdo do L-NOARG (10[iM)
ao banho. Apos a incubacdo do L-NOARG foram aguardados 20 minutos para
0 inicio das CCR cumulativas a fracdo BuOH.

Com o intuito de investigar a influéncia da fracdo butandhca na etapa
final de formacdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), foram
reahzadas incubacdes com azul de metileno (10[liM), droga inibidora (nao-
seletiva) da enzima guanilato ciclase (Ragazzi et al, 1995), bem como com
ODQ (1jJ.M), um inibidor seletivo desta mesma enzima (Garthwaite et al,
1995), adicionados 20 minutos antes do inicio das CCR cumulativas a fracao

butandlica.

4.3.1.3. Verificacdo da Influéncia da Fracdo BuOH de Cuphea

carthagenensis na Contracédo Induzida pelo calcio e pela fenilefrina

O efeito da fracdo butanéhca também for avaliado em relacdo a resposta
contratil induzida pela fenilefnna e pelo calcio. Nos experimentos onde
procurou-se verificar a influéncia da fracdo BuOH na contracdo induzida pelo
calcio, foram realizadas CCR cumulativas (IjiM - 30mM) ao célcio, na
auséncia e na presenca de incubacdes isoladas crescentes (10, 30 e 100
|LigqmL) da fracdo butandlica, adicionadas as cubas 20 minutos antes da
realizacdo das CCR cumulativas ao calcio. Para a retirada do célcio, as
preparacGes foram lavadas com liquido de Krebs-Despolarizante a cada 15
minutos durante 1 hora, adicionado apos a verificagdo da integridade do
endotélio.

. Nos experimentos com fenilefrina, foram realizadas CCR cumulativas a este

agonista al adrenérgico (InM - 30)iM), na auséncia e na presenca de
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incubacdes isoladas crescentes (10, 30 e 100 |xg/mL) da fracdo butandlica,
adicionadas as cubas 20 minutos antes do inicio da realizacdo das CCR

cumulativas a fenilefiina.

4.3.1.4. Verificacdo da Infhiéncia da Incubacdo Previa de atropina no

Relaxamento Induzido pela Fracdo BuOH de Cuphea carthagenensis

Para investigar a influéncia da fi-acdo BUOH nos receptores colinérgicos
muscarinicos M3 presentes no endotélio vascular e responsaveis pelo
relaxamento induzido pela Ach (Furchgott e Zawadzki, 1980), foram
realizadas também CCR cumulativas a fi-agdo BUOH na auséncia e na presenca
de Ij.M de atropina, adicionada 20 minutos antes do inicio das CCR
cumulativas a fi*acdo butandlica. Neste protocolos, CCR cumulativas a

acetilcolina (3nM -1 p,M) foram realizadas como controle positivo paralelo.

4.3.1.5. Influéncia da Fracdo BuOH de Cuphea carthagenensis no:
Vasorelaxamento Induzido pelos Compostos S-nitroso-N-

acetilpenicilamina (SNAP) e 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1)

A possivel capacidade seqlestradora da fi"agdo butanolica sobre as
espécies reativas de oxigénio (EROs), foi avaliada pela realizacdo de CCR
cumulativas aos compostos S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) e 3-
morfolino-sidnonimina (SIN-1) na auséncia de endotélio vascular (Feelisch et
al., 1989; Holm et al., 1998). Nos experimentos com o SNAP (InM - 1jum),
as preparacdes foram submetidas a incubacdes isoladas (30, 100 e 300 fag/mL)
da fragdo BUuOH, 15 minutos antes da realizacdo das CCR ao doador. Da

mesma fonna, as CCR cumulativas (0,1nM - Ip.M) ao SIN-I foram realizadas
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apds 15 de incubacédo (30 e 100 ing/mL) da fracdo butanolica. Como controle
positivo do SIN-1, foi utilizada a SOD (IOOU/mL), adicionada imediatamente

antes da realizacdo das CCR cumulativas ao composto doador de NO.

4.4. Capacidade Seqilestradora de Radical Anion Superéxido (O2')

4.4.1. Método Enzimatico

Neste ensaio, foi utilizado o sistema xantina /xantina oxidase (gerador de
EROs), segundo Robak e Gryglewski (1988) para avaliar a capacidade
sequestradora do EBHA, das fracbes e do FCOI sobre 0O radical anion
superoxido. A enzima xantina oxidase (XO) cataliza a formacdo do acido urico
a partir da xantina, gerando tambem O2 e H202, segundo a reacéo:

xantina + O2 -> 4cido Urico + 02+ H202

Iniciahnente foi avaliado o efeito do EBHA, das fracdes AcOEt, BuOH,
bem como da quercetina sulfatada (FCOI) de Cuphea carthagenensis sobre a
atividade da enzima XO. Esteaprocedimento foi fundamental para determinar
se 0 EBHA bem como as fracbes, seriam capazes de sequestrar O2, ou
simplesmente diminuir a eficiéncia do sistema gerador de 02" (xantina/XO).

O meio de incubacdo deste ensaio consistiu de tampdo fosfato (0,1 M,
pH 7,8), xantina (100 uM) e xantina oxidase (0,04 U/mL). Todos o0s
compostos foram adicionados antes da adicdo da enzima. Um branco com cada
concentragdo do composto teste foi realizado sem a adigdo da XO. A
incubacdo foi realizada & temperatura ambiente (25 °C). Apdés 10 minutos de
incubacéo, a reacdo foi bloqueada colocando-se os tubos teste em banlio de
gelo. Em seguida prosseguiu-se com a medida em espectrofotometro em
comprimento de onda de 295 mn. Considerou-se 100% da atividade da enzima

a reacdo sem a presenca do EBHA, de fracdes ou da quercetina sulfatada.
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Para verificar a capacidade sequestradora de 02' foram realizados
ensaios paralelos, utilizado o mesmo procedimento descrito anteriormente,
acrescentando ainda ao meio de reacdo 200"M de NBT {*nitro hlue

tétrazolium™) antes da adicdo das substancias teste. O NBT reage prontamente
com o O2 , sendo reduzido por este e formando um produto corado, que pode
ser medido espectrofotometricamente a 560 nm. Nesta etapa, foi utilizada
também a enzima superoxido dismutase (SOD; IOOU/mL) como controle
positivo do ensaio. Considerou-se 100% da reducdo do NBT a reacdo sem a

presenca de extrato, fracdes ou FCOI.

4.4.2. Método Nao-Enzimatico

Para avaliar a capacidade seqlestradora de 0 {, além do método
enzimatico acima descrito, foi também utilizado o sistema fenazina-
metasulfato-NADH para a geracdo deste radical, segundo Robak e
Gryglewski, 1988. Neste sistema, 0 Oi' gerado, reduz 0 NBT produzindo o
formazan.

O meio de incubacdo deste ensaio consistiu de fenazina-metasulfato
(10jo.M), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH, 78p.M) e nitro
blue tétrazolium (NBT, 25|0M) em tampao fosfato (0,1M, pH 7,4). A enzima
superoxido dismutase (SOD; IOOU/mL) foi também utilizada neste ensaio,
como controle positivo. Apo6s dois minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, a reacdo foi interrompida adicionando-se aos tubos teste, HCI
0,0IN. A leitura foi realizada em espectofotébmetro em comprimento de onda
de 560 nm contra um branco o qual ndo continha fenazina-metasulfato.
Tomou-se como 100% da reducdo do NBT, a reacdo sem a presenca do

EBHA, fracdes e FCOI.
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4.5. Determinacdo de Danos Oxidativos a Desoxirribose

O sistema gerador de EROs (radical OH) utilizado para deteccdo de
danos oxidativos a desoxirribose foi realizado de acordo com Nishida et al,
1991. A deteccdo dos produtos oxidados (TBARS - substancias reativas ao
acido tiobarbitarico) foi realizada como descrita em Halliwell e Gutteridge,
1981.

Neste ensaio é gerado radical OH, através da reacdo do FeM + NTA
com 0 H202. O radical OH, produzido através da reacdo de Fenton, é capaz de
oxidar a desoxirribose. O produto dessa oxidacdo (TBARS) reage prontamente
com o &cido tiobarbitdrico, formando um produto corado, que é medido
espectrofotometricamente. Os radicais OH gerados provocam a degradacao da
desoxirribose, formando produtos similares ao dialdeido maldnico, os quais
reagem com o &cido tiobarbiturico (Halliwell e Gutteridge, 1981).0s ensaios
foram realizados em triplicatas, num volume final de 1,2 inL.

Inicialmente foi realizada uma pré-incubacdo de 25 |iL de solucéo
estoque de FeCls (25?7iM) com 100 |iL da solucdo estoque de acidosi
nitrilotriacético (NTA; 100 jiM), por 10 minutos a temperatura ambiente, para
a fonnagdo do quelato. Posterionnente foi adicionado seqiiencialmente: agua
purificada em Sistema MilliQ (volume necessario para completar 1,2 mL), 150
HL de tampao fosfato (0,0 1M), 100 jiL de solucdo de desoxirribose (2,8 mM)
e por dltimo, 100 "L H202 (1,4 mM). Os tubos foram incubados por 20
minutos em banho -maria a 37°C. Ao final da incubacgéo foi realizada a reacéo
com acido tiobarbitarico (TBA - reagente de cor), onde foram adicionados aos
ensaios 1 mL da solucdo de TBA 1% e 1 mL de acido tricloroacético (TCA -
acidificante do meio), 2,8%.

Os ensaios foram incubados por mais 15 minutos a temperatura de

100°C para a fonnacdo de pigmento e ao final do tempo, resfiiados
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imediatamente em banho de gelo. A absorbancia dos ensaios foi medida em
espectrofotdmetro visivel a 532 nm a temperatura ambiente, contra um branco
contendo todos os reagentes, com excecdo da desoxirribose. Nos ensaios
contendo as amostras, foi adicionado 240 mL das diluicbes dos mesmos ao
meio de reacdo, antes da adicdo de H202. A absorbancia de cada ensaio foi
medida contra um branco especifico, contendo a mesma concentracdo de
EBHA, fragbes ou FCOI. O manitol, (250mM) foi utilizado paralelamente
como controle positivo dos ensaios (inibicho da degradacdo da
desoxirribose).Os resultados foram expressos em percentagens, considerando-
se 0s valores médios da absorbancia dos controles como 100% da degradacéo

da desoxirribose.

4.6. Apresentacdo dos Resultados e Analise Estatistica

Os relaxamentos induzidos pelo EBHA, fracOes, subfragbes, FCOI,
pelos doadores de NO (SNAP e SIN-1) e pela acetilcolina foram apresentados
como porcentagem de relaxamento em relacdo a contracdo, :-maxima. da
fenilefrina.  As contragbes induzidas pelo céalcio e fenileiiina foram
apresentadas como porcentagens da resposta maxima (considerada como
100%) de cada agonista, respectivamente.

As CI50  (concentracBGes inibitorias que promoveram 50% dos
relaxamentos maximos obtidos) e as CE50 (concentracdes efetivas que
promoveram 50% da contragdo maxima de agonistas) foram apresentadas
como médias geométricas, acompanliadas de seus respectivos limites de
confianca para 95% (Fleming et al, 1972).0s relaxamentos maximos (Rmax) e
as contracdes maximas (Emax) foram apresentados como média £ erro padrao

da média (EPM).
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Nos ensaios bioquimicos, o0s resultados foram expressos em
porcentagens + EPM, considerando-se 100%, os valores médios da
absorbéancia dos controles.

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o teste t
de Student para amostras nao-pareadas (Snedecor e Cochran, 1967) ou a
analise de variancia (ANOVA) seguida pelos testes de Newman-Keuls ou
Tukey como AMOVA-post tests, para experimentos com mais de duas
amostras. As diferencas ponto-a-ponto entre os valores experimentais obtidos
com diferentes grupos, que apresentaram niveis de probabilidade iguais ou
menores do que 5% {p < 0,05%) foram consideradas estatisticamente

significantes.



5 - RESULTADOS

5.1. Estudo Farmacologico

5.1.1. Avaliacdo do Relaxamento Induzido pelo EBHA, Fragoes,
Subfracdes e FCOI de Cuphea carthagenensis, em Aorta Toracica de

Ratos

Para avaliar o efeito do EBHA e das fracdes AcOEt e BUuOH sobre a
musculatura lisa vascular, foram realizadas CCR cumulativas em anéis de
aorta toracica de ratos, na presenca de endotélio funcional. As CCR
cumulativas ao EBHA e as fracdes (Figura 4) revelaram que a fragdo BuOH foi
mais efetiva em promover o relaxamento das preparacGes como pode ser
verificado pelos respectivos valores de CI50+ LC. e Rmex descritos na Tabela
2.

Na Figura 5a estdo novamente representadas as CCR cumulativas ao
EBHA e BuOH, juntamente com as duas subfracbes obtidas a partifedai&acao
butanolica, 0 SN-1 e 0 PPT-I. Os resultados mostram que as subfracbes SN-1
e PPT-1 néo relaxaram as preparacbes de maneira semelhante a fracdo de
origem (BuOH), sendo que ambas apresentaram valores de CI50 + LC.
superiores aos valores obtidos com 0 EBHA. Com relacdo ao Rmax, a fracéo
BuOH relaxou as preparacdes de maneira semelhante a subfracdo SN-1, sendo
que O relaxamento maximo promovido pelo EBHA foi similar a subfracéo
PPT-1.

As CCR cumulativas ao EBHA, as fracdes e subfracdes, realizadas na
auséncia de endotélio funcional, estdo representadas na Figura 5b. Nesta
figura, pode-se verificar que a retirada da camada endotelial promoveu um

significativo deslocamento das CCR cumulativas para a direita, ou seja, Sdo
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necessarias concentracfes superiores a I0QOfg/iTiL para promover o inicio do
relaxamento independente da presenca de endotélio.

O efeito da quercetina-3-sulfato (FCOI) sobre o musculo liso vascular
foi também avaliado. Como pode ser visto na Figura 6, este fiavondide
promoveu apenas um discreto relaxamento das preparacdes, verificado
somente nas concentracdes superiores a 100”g/niL.

A partir da analise dos primeiros resultados famiacoldgicos obtidos
com o EBHA, fi-a¢des, subfi'acbes e FCOI, optou-se pela fi'acao butanodlica
(BuOH) de Cuphea carlhagenensis para os experimentos subsequentes, visto
gue apresentou os menores valores de CI® e I.C.. Na Tabek 2 estdo
representadas as medias das concentracdes efetivas (C150, acompanhadas de

seus respectivos limites de confianca (1C95%) e relaxamento maximo.
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EBHA e fracOes de Cuphea carthagenensis
[Hy/mL]

Figura 4 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas ao EBHA, BuOH e
AcOEt de Cuphea carthagenensis (0,1 - 3000,0 |j.g/mL) em anéis de aorta
toracica isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina (10 - 30 nM),
na presenca de endotélio ftmcional. Cada ponto representa a média + EPM de

6-8 experimentos.
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Figura 5 - Curvas concentragdo-resposta cumulativas ao EBHA, BuOH, SN-1
e PPT-1 de Cuphea carihagenensis (0,1 - 3000,0 jig/mL) ém anéis de aorta
toracica isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina (10-30 nM),
na presenca (+ E) e na auséncia (-E) de endotélio funcional. Cada ponto
representa a média + EPM de 6 - 12 experimentos.
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Figura 6 - Curvas concentragdo-resposta cumulativas ao FCOl de Cuphea
carthagenensis (0,01 - 300,0 *g/mL) em anéis de aorta toracica isolada de
rato, contraidos previainente com fenilefrina (10 - 30 nM), na presenca de
endotélio fimcional. Cada ponto representa a média + EPM de 5 experimentos.
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TABELA 2 - Relaxamento induzido pelo EBHA, fracdes, subfracdes e FCOI
de Cuphea carthagenensis, em preparacdes isoladas de aorta toracica de rato

na presenca (+E) e na auséncia (-E) de endotélio funcional.

Rmax/ M\

(ng/mL) (%)
EBHA (+E) 34,66(19,42-61,86) 76,02 +6,36
EBHA(-E) ND* 21,8012,61
AcOEt (+E) 56,97 (34,19-94,91) 98,78 + 1,21

AcOEt (-E) ND* ND*
BuOH (+E) 6,85(3,30- 14,18) 97,10 + 1,83
BuOH (-E) 1105,00 (747,00- 1463,00) 78.32 +3,14
SN-1 (+E) 67,67 (38,68 - 118,40) 97,93 + 0,98
SN-1 (-E) 1467,00 (761,00 -2173,00] 64,30 12,87
PPT-1 (+E) 487,91 (382,30 - 622,68) 79,49 +4,01
PPT-1 (-E) 1525,00(1336,00- 1714,00) 70,10 +9.58
FCOI (+E) ND* = 21,72 +5,38

N NCI3é apresentada como média geométrica acompanliada pelo seu limite de
confianca de 95%.

MARmex € apresentado como média £ EPM, referente a % do efeito maximo de

relaxamento.

*ND : nado determinado.
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5.1.2. Determinacdo da Influéncia de Diferentes Drogas Atuantes na Via
NO/GMPc, no Vasorelaxamento Induzido pela Fragcdo BuOH de Cuphea

carthagenensis

De acordo com os resultados anteriores, a fracgdo BuOH de Cuphea
carthagenensis promoveu o relaxamento das preparacdes, dependente da
presenca de endotélio. Para confimiar a relevancia do endotélio no
relaxamento induzido pela fracdo BuOH e avaliar o envolvimento da mesma na
via NO/GMPc, procurou-se determinar a influéncia de diferentes drogas
atuantes nesta via, no relaxamento promovido pela fracdo BUOH. Para isso,
foram primeiramente realizadas CCR cumulativas ao BuOH na presenca de

diferentes incubag6es de L-NOARG, droga inibidora das enzimas NOS.

A Figura 7a ilustra as CCR meédias ao efeito vasorelaxante da fracdo
BuOH, na auséncia e na presenca de L-NOARG (10'¢ 30 [iM), em aneéis de
aorta toracica de rato, com endotélio integro. De acordo com ambas as
incubacdes de L-NOARG, ocorreu um significativé ideslocAmento das CCR
cumulativas a fracdo BuOH para a direita, sendo que o relaxamento induzido
por esta fracdo praticamente nao foi observado nem nas maiores
concentracdes. As incubacBes prévias com L-NOARG inibiram
significativamente o relaxamento induzido pela fracdo BuOH, evidenciando a
importancia da presenca do endotélio vascular no relaxamento promovido pela

fracéo.

Para investigar a reversdao do efeito promovido pelo L-NOARG, foram
realizadas CCR cumulativas a fracdo BuOH, na presenca do aminoacido L-
arginina, substrato endogeno para a fonnacdo de NO. A figura 7b revela que a

adicdo de 1inM de L-arginina, reverteu significativamente o efeito inibitorio do
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L-NOARG (IO"NIM), sobre a resposta relaxante induzida pela fracéo
butandlica. Os valores de Rrax (100%) e CI®D+ IC 16,15 (9,93 - 26,26) das
CCR cumulativas a fracdo BuOH na presenca de L-arginina, aproximaram-se
muito aos valores obtidos com o grupo controle: Rmax (97,10); C1506,85 (3,30 -
14,18), (Tabela 3).

Na figura 8, temos o efeito da incubacdo prévia do azul de metileno
(I0MM) e do ODQ (ljiM), ambos inibidores da enzima guanilato ciclase, no
relaxamento induzido pela fragdo BuOH. O tratamento prévio com o azul de
metileno, inibiu cerca de 53 vezes 0 relaxamento induzido pela fragdo BuOH.
O deslocamento significativo da CCR para a direita ocorreu também na
presenca do ODQ, que inibiu o relaxamento induzido pela fracdo butandlica
cerca de 28 vezes. Os parametros farmacologicos analisados estdo expressos

na Tabela 3. .
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Figure 7 - Curvas concentracao-resposta cumulativas medias a fracdo BuOH
de Cuphea carlhagenensis (0,1 - 3000,0 [J.g/mL) em anéis de aorta toracica
isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina (10 - 30 nM), na
auséncia e na presenca de (a): L-NOARG (10 e 30 jj.M) e (b); L-NOARG
(10fj.M) + L-arginina (ImM). *p < 0,05; **? < 0,001 representa a diferenca
significativa dos grupos tratados, comparados ao grupo controle; # p< 0,001
representa a diferenca entre os grupos tratados (ANOVA/Newman-Keuls).
Cada ponto representa a média £ EPM de 5 - 7 experimentos.
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Figura 8 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas médias a fracdo BuOH
de Cuphea carihagenensis (0,1 - 3000,0 |ig/mL) em anéis de aorta toracica
isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina (10 - 30 nM), na
auséncia e na presenca de Azul de Metileno (10)iM) e ODQ (l]iM). Os
asteriscos indicam diferenca significativa *p <0,01; **/? < 0,001 representam a
diferenca significativa dos grupos tratados, comparados ao gnipo controle; #
p< 0,01 representa a diferenca entre os grupos tratados (ANOVA/Tukey).
Cada ponto representa a média + EPM de 5 - 7 experimentos.



47

TABELA 3 - Efeito de diferentes drogas sobre o relaxamento induzido pela
fracdo BUOH de Cuphea carthagenensis em aorta toracica isolada de rato na

presenca de endotélio funcional

DROGA CONCENTRACAO Ciso"" Rmax ~ ?
(fiM) (~ig/mL) (%)

Controle . 6,85 (3,30- 14,18) 97,10 + 1,83
Azul de Metileno 10 373,00 (238,00 - 584,23) 99,07 + 0,92
oDQ 1 196,50 ( 125,80 - 306,82) 73,28 + 6,63
L-NOARG 10 ] 24,61 +7,24
L-NOARG 30 - = 27,02 £8,42
L-NOARG + Larg 10e 1000 16,15 (9,93 -26,26) 100,0 0,00

1 "Ciso é apresentada como média geométrica acompanliada pelo seu limite de
confianca de 95%.
A mRmax é apresentado como média = EPM, referente a % do efeito maximo

de relaxamento.
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5.1.3. Determinacédo da Influéncia da Fracdo BuOH de Cuphea

carthagenensis na Contracdo Induzida pelo calcio e pela fenilefrina:

O efeito de diferentes incubacdes da fracdo BuOH foi tainbém
verificado sobre a contracdo induzida pelo célcio e pela fenilefrina. As
incubacdes isoladas de 10, 30 e 100)j.g/inL forain escolhidas partindo-se dos
dados obtidos com as CCR cumulativas controle a fracdo butanéhca, onde, na
presenca de endotélio, observamos uma CI® préxima de 10jig/mL e na
auséncia do endotélio, observamos um indicio de relaxamento apenas em

concentragOes superiores a 100)o,g/mL.

Na Figura 9 e Tabela 4, pode-se observar que em nenhuma das
incubagdes prévias realizadas com a fragdo BuOH (10, 30 e 100 jo.g/mL) foi
observado algum deslocamento para a direita das CCR cumulativas ao célcio

ou qualquer diminuicéo significativa da contragdo maxima.

@) resuhado do efeito de diferentes incubacgbes prévias (10, 30 e 100
jdg/inL) da fracdo BuOH na contracao induzida pela fenilefrina estdo ilustrados
na Figura 10 e expressos na Tabela 5. De acordo com a Figura 10, a
incubacdo prévia de 100)dg/mL da fracdo BuOH deslocou significativamente a
CCR a fenilefiina, ndo diminuindo porém, o efeito maximo do agonista ai
adrenérgico. As demais incubagbes da fracdo BuOH ndo foram

estatisticamente significantes.
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Figura 9 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas ao calcio, em anéis de
aorta toracica isolada de rato, despolarizadas com KCI (80mM), na auséncia e
na presenca de incubacbes isoladas crescentes da fracdo BuOH de Cuphea
carthagenensis {\Q, 30 e 100 lug/mL). Cada ponto representa a média + EPM
de 6 - 8 experimentos.
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TABELA 4 - Efeito de incubacdes crescentes da fracdo BuOH de Cuphea

carihagenensis na contracdo induzida pelo célcio em preparacdes isoladas de

aorta toracica de rato

INCUBACOES CEsoNn Emax/ >
("ig/mL ) (mM) (%)
Controle 0,56 (0,45 - 0,70) 100,00 £0,00

10 1,00(0,70- 1,40) 100,00 +0,00
30 1,07 (0,83 - 1,40) 100,00 +0,00
100 1,41 (1,23 - 1,62) 100,00 + 0,00

ANCEso é apresentada como média geométrica acompanliada pelo seu limite
de confianca de 95%.

Emax e apresentado como média £ EPM, referente a % do efeito maximo

de contracdo do agonista.
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Figura 10 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas a fenilefrina (10-30
nM), em aneéis de aorta toracica isolada de rato, na auséncia e na presenca de
incubacOes isoladas crescentes da fragdo BuOH de Cuphea carthagenensis
(10, 30 e 100 ]j.g/mL). *p < 0,05; *p < 0,01; *** p < 0,001 referente ao
grupo 100jj-g/mL em relacdo ao grupo controle (teste t ndo-pareado). Cada
ponto representa a média £ EPM de 6 - 8 experimentos.
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TABELA 5 - Efeito de incubagbes crescentes da fragdo BuOH de Cuphea

carthagenensis na contacdo induzida pela fenilefiina, em preparacdes isoladas
de aorta toracica de rato

INCUBACOES CEso™" Emax
(ng/mL) (nM) (%0)
Controle 4,00(1,00- 11,00) 100,00 + 0,00

10 10,00 (5,00-22,00) 98,48 +1,52
30 4,00 (2,00-7,00) 90,35 + 8,67
100 63,00 (45,00-89,00) 99,74 + 6,28

N NCEHRD é apresentada como média geométrica acompanliada pelo seu limite
de confianca de 95%.

MANEmMax é apresentado como média + EPM, referente a % do efeito maximo
do agonista.
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5.1.4. Determinacdo da Influéncia da Fracdo BuOH de Cuphea

carthagenensis em Receptores Colinérgicos Muscarinicos (M3)

A Figura 1la ilustra as CCR cumulativas a fracdo BuOH na auséncia e
na presenca de atropina (Ip-M), em anéis de aorta toracica com endotélio. De
acordo com a Figura 1la, a incubacdo prévia de atropina ndo modificou
significativamente 0 relaxamento induzido pela fracdo BuOH, como pode ser
verificado pelos respectivos valores de CI50 + I1C ()ig/mL) e Rrax(%): BuOH
(controle); 6,85 (3,30 - 14,18) e 97,10 £ 1,83; BuOH + atropina; 9,15 (6,67 -
12,54) e 97,53 + 2,47. O controle positivo da atropina esta ilustrado na Figura
11b, onde foram realizadas CCR cumulativas a acetilcolina, na auséncia e na
presenca de atropina (Ip-M), em anéis de aorta toracica de rato com endotélio
vascular. Os valores de CI50 + IC e Rrex (%) corresponderam, respectivamente,
a; acetilcolina (controle); 0,10 (0,03 - 0,30) jaM e 100%; acetilcolina
atropina; 0,21 (0,02 - 2,40) inM e 100%.
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Figura 11 - Curvas concentracdo-resposta ciunulativas médias (a) a fracéo-
BuOH de Cuphea carlhagenensis (0,1 - 3000,0 |j,g/mL) e (b) a acetilcolina, em
anéis de aorta toracica isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina
(10 - 30 nM), na auséncia e na presenca de atropina (I*"M). Cada ponto
representa a média £ EPM de 5 experimentos.
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5.1.5. Determinacdo da Influéncia de Diferentes Incubacdes da Fracéo
BuOH de Cuphea carthagenensis no Vasorelaxamento Induzido pelos
Compostos S-Nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) e 3-

morfolinosidnonimina (SIN-1)

O efeito de diferentes incubacbes da fracdo butandlica de Cuphea
carthagenensis foi também avaliado no relaxamento induzido pelo SNAP e
pelo SIN-1 (ambos doadores de NO em solucdo aquosa), em anéis de aorta

toracica de rato, desprovidos de endotélio.

A Figura 12 ilustra as CCR cumulativas ao SNAP (doador de NO), na
auséncia e na presenca de 30,100 e 300 )ig/mL da fragdo BuOH. A incubagéo
prévia de 100 e 300 p.g/mL da fracdo BuOH deslocou de forma significativa,
as CCRc ao SNAP para a esquerda, ou seja, a presenca da fracdo butandlica
facilitou o relaxamento induzido pelo doador de NO. Na Tabeli 6 estdo
demonstradas as CI150 + IC das CCR cumulativas ao SNAP, na auséncia e na

presenca das,,diferentes incubacdes de BUOH.

Na Figura 13a estdo ilustradas as CCR cumulativas ao composto SIN-1
(doador de NO + 02' ) na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes
de BuOH (30 e 100 ng/mL), em preparacdes desprovidas dé endotélio.
Somente a incubacdo prévia com 100p.g/inL da fracdo BuOH, deslocou

significativamente as CCR ao SIN-1.

As CCR ClLunulativas ao SIN-1, na auséncia e na presenca da
administracdo prévia imediata da SOD (IOOU/mL), estdo ilustradas na Figura
13b. Nestes experimentos foi verificado que na presenca da SOD (enzima que
sequestra 02'), ocorreu um significativo deslocamento das CCR ao SIN-1 para
a esquerda, confinnando O sequestro de radicais 0{ nas condicdes

experimentais. Os paramentros fannacoldgicos estdo expressos na Tabela 7.
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Figura 12 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas ao SNAP, em anéis de
aorta toracica isolada de rato, contraidos previamente com fenilefrina (10-30
nM), na auséncia e na presenca de incubacgOes isoladas crescentes da fracéo
BuOH de Cuphea carlhagenensis (30, 100 e 300 |J.g/mL). *p <0,1; ** /? <
001; *p < 0,001 referente aos grupos tratados, comparados ao grupo
controle; #p <0,05; M p < 0,01 referente a diferenca entre os gnipos (30 e
300 |LLg/mL); + p <0,05 referente a diferenca entre os grupos (100 e 300
jag/mL) - ANOVA/Tukey. Cada ponto representa a média + EPM de 4 - 6
experimentos.
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TABELA 6 - Efeito de incubacbes crescentes da fracdo BuOH de Cuphea

carlhagenensis no relaxamento induzido pelo composto S-Nitroso-N-

acetilpenicilamina ( SNAP ), na auséncia de endotélio fimcional

INCUBAGOES Clso™N?
( ™Mg/mL ) (M)
Controle 0,14 (0,07 - 0,28)
30 0,13 (0,08-0,20)
100 0,07 (0,05 -0,12)
300 0,05 (0,03 -0,10)

RmaxM™
(%)
100,00 + 0,00
95,83 +4,16
98,26 +1,73
100,00 +0,00

A NCI190 € apresentada como média geométrica acompanhada pelo seu limite de

confianca dé 95%.

AMARmMax é apresentado como média = EPM, referente a % do efeito maximo

de relaxamento.
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Figura 13 - Curvas concentracdo-resposta cumulativas ao SIN-1, (a) na
auséncia e na presenca de incubacdes isoladas crescentes da fracdo BuOH de
Cuphea carlhagenensis (30 e 100 fi-g/niL) e (b) na auséncia e na presenca de
superoxido dismutase (SOD, IO0OU/mL) em anéis de aorta toracica isolada de
rato, contraidos previamente com fenilefrina (10-30 iiM). */?< 0,05 <
0,01; **/? < 0,001 referente ao grupos tratados comparados com 0 grupo
controle; #p< 0,05; M p< 0,01 referente a diferenca entre 0s grupos tratados;
ANOVA/Tukey. Cada ponto representa a média £ EPM de 4 - 7 experimentos.
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TABELA 7 - Efeito de incubagbes crescentes da fracdo BUOH de Cuphea
carthagenensis e da SOD no relaxamento induzido pelo composto S-Nitroso-

N-acetilpenicilamina ( SIN-1 ), na auséncia de endotélio frincional

INCUBACOES Cl50'™ Rmax” /"
(nM) (%)
Controle 85,00 (46,00- 154,00) 100,00 + 0,00
30p,g/mL 74,00 (26,00 - 199,00) 100,0 +0,00
|0ONig/mL 28,00 (14,00 - 57,00) 100,0 0,00
SOD 100U/mL 4,00(1,00- 10,00) 100,0 £0,00

~ 7CI50 é apresentada como média geométrica acompanhada pelo seu limite de

confianca de 95%.

ANARInax é apresentado como meédia = EPM, referente a % do efeito maximo

de relaxamento.
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5.2. Estudo Bioquimico

5.2.1. Determinacdo da Capacidade Sequestradora do Radical Anion
Superoxido (O2) pelo EBHA, Fracbes AcOEt e BUuOH e Quercetina
Sulfatada (FCOI) de Cuphea carthagenensis - Método Enziméatico

Na Figura 14a estdo representadas as médias percentuais de fonnacao
de acido urico e reducdo do NBT, em amostras contendo EBHA de Cuphea
carlhagenensis. Neste liistograma observa-se que ocorreu uma inibicdo
estatisticamente significativa da reducdo do NBT na concentracdo de
100)ig/mL do EBHA, quando comparada com o controle e com todas as
demais concentragOes testadas. Com relacdo ao percentual de fonnacdo de
acido urico, os resultados indicam que ndo ocorreu inibicdo significativa da
atividade da enzima xantina oxidase em qualquer concentragdo testada, quando
comparada ao grupo controle (100% de atividade enzimatica).

Quanto a avaliacdo da capacidade sequestradora de anions superdxido
pela fi*agdo AcOEt, foi detectado uma inibi¢do significativa, tanto na atividade
enzimatica como na reducdo do NBT, em amostras contendo 100|Lig/mL da
fracdo AcOEt (Figura 15a).

A Figura 16a corresponde aos ensaios realizados com a fracdo BuOH de
Cuphea carthagenensis. Da mesma maneira, estes resultados revelam que na
maior concentracdo testada (IOO”™g/mL), ocorreu uma inibigdo significativa
tanto da fonnacdo de é&cido Urico como na reducdo do NBT, quando
comparado com o grupo controle (100% de reducéo do NBT) e com as demais

concentragdes testadas.
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Os valores correspondentes aos percentuais de fomiacdo de acido Urico
e reducdo do NBT em amostras com diferentes concentragdes de quercetina-3-
sulfato (FCOI), estdo expressos na Figura 17a. Nestes ensaios também ocorreu
uma inibicdo significativa, tanto na atividade da enzima xantina oxidase como
também no percentual de reducdo do NBT, das amostras contendo a maior
concentracdo de FCOI (100}j.g/mL).

A diferenca estatistica entre os grupos (EBHA, fragbes AcOEt e BUuOH
e do FCOI), com relacdo ao percentual de formacdo de acido drico, estdo
ilustradas na Figura 18a. Como pode ser verificado nesta figura, tanto as
fracbes como a quercetina sulfatada promoveram significativamente a inibicéo
da xantina oxidase, quando comparadas ao EBHA. Os diferentes percentuais
de reducdo do NBT pelo método enzimatico, na concentracdo de 100jag/mL de
EBHA, fracOes e FCOI, estdo ilustrados na Figura 18b. Todos os grupos
inibiram de forma semelhante a reducédo do NBT, com diferenca significativa
apenas entre o EBHA e a fracdo AcOEt.

Os valores numeéricos percentuais ede fonnagcdo do acido urico e de
reducdo do NBT, promovidos pelo EBHA, fracdes e FCOI (nas concentracoes

de 0,1; 1,0; 10 e 100)j,0/mL), estdo expressos na Tabela 8.

5.2.2. Determinacdo da Capacidade Sequestradora do Radical Anion
Superoxido (02) pelo EBHA, Fracdes AcOEt e BUOH e Quercetina
Sulfatada (FCOI) de Cuphea carthagenensis - Método Nao-Enzimatico

Na Figura 14b estd ilustrado O percentual de reducdo do NBT em
amostras contendo diferentes concentragdes do EBHA de Cuphea

carihageriensis. De acordo com a analise estatistica realizada, ndo foram
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encontradas diferencas significativas entre nenhuma das concentragdes
testadas, nem mesmo com relacdo ao controle. -

A diminuicdo significativa no percentual de reducdo do NBT, em
amostras contendo a fi-acdo AcOEt, foi verificada somente na concentracdo de
100|Lig/mL, de acordo com a Figura 15b.

A capacidade sequestradora do radical anion superoxido pela fi-acéo
BuOH e FCOI de Cuphea carthagenensis, esta representada pelos percentuais
de reducdo do NBT, expressos nas Figuras 16b e 17b, respectivamente. A
diferenca estatistica significativa ocorreu somente na concentragdo de
100)ig/mL de BuOH e de FCOI. Na Figura 18c estdo expressas as diferengas
percentuais de reducdo do NBT pelo método ndo-enzimatico, observadas entre
0s grupos. Nesta figura pode-se observar que tanto a fi“acdo butanéhca como o
FCOI promoveram uma maior inibicdo da reducdo do NBT, quando
comparados ao EBHAJ Por outro lado, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre a fracdo AcOEt e o0s demais grupos
(EBHA, BuOH eFCOIX

Os valores numeéricos percentuais de reducdo do NBT, promovidos pelo
EBHA, fracdes e FCOI (nas concentragdes de 0,1; 1,0; 10 e 100p,g/mL), estdo

expressos na Tabela 8.
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Figura 14 - Histogramas representando as médias percentuais + EPM de (a) &cido
urico e reducdo do NBT obtidas pelo ensaio enzimatico e médias percentuais +
EPM de (b) reducdo do NBT obtidas pelo ensaio ndo-enzimatico de geracdo do
radical anion superdxido (O2) realizado com EBHA de Cuphea carthagenensis.
***p < 0,001, indica diferenca estatistica significativa contra O controle e todas as

demais concentragdes. Cada barra representa a média £+ EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 15 - Histogramas representando as medias percentuais + EPM de acido
urico e reducdo do NBT obtidas pelo ensaio enzimético (a) e médias percentuais +
EPM de reducdo do NBT obtidas pelo ensaio ndo-enzimatico (b) de geracdo do
radical anion superoxido (O2) realizado com AcOEt de Cuphea carthagenensis.
**p<0,01; < 0,001 indica diferenca estatistica significativa contra o controle e
todas as demais concentracdes. Cada barra representa a média =+ EPM de 3
experimentos realizados em triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 16 - Histogramas representando as médias percentuais + EPM de (a) acido
urico e reducdo do NBT obtidas pelo ensaio enziméatico e médias percentuais +
EPM de (b) reducdo do NBT obtidas pelo ensaio ndo-enzimatico de geracdo do
radical anion superdxido (O2), realizado com BuOH de Cuphea carthagenensis.
**p< 0,01; ***p< 0,001 indica diferenca significativa contra o controle e todas as
demais concentiagdes. Cada barra representa a média = EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 17 - Histogramas representando as médias percentuais + EPM de (a) acido
arico e reducdo do NBT obtidas pelo ensaio enzimatico e médias percentuais +
EPM de reducdo (b) do NBT obtidas pelo ensaio ndo-en2amatico de geragdo do
radical anion superdxido (O2), realizado com FCOI de Cuphea carthagenensis. **
p< 0,01, p< 0,001 indica diferenca significativa contra o controle e todas as
demais concentracdes. Cada barra representa a média + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata. (ANOVA/ Tilicey).
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EBHA  AcOEt BuOH  FCOI EBHA AcOEt BuOH FcOl
100(ig/mL (Meétodo Enzimético) 100|xg/inL (Método Enzimatico)

EBHA AcOEt BuOH FCOl
100Jig/mL (Método N&o-Eiiziméatico)

Figura 18 - Histogramas representando as médias percentuais = EPM de acido
urico (a) e reducdo do NBT (b) obtidas pelo ensaio enzimatico e medias percentuais
+ EPM de reducdo do NBT (c) obtidas pelo ensaio ndo-enzimatico de geracéo do
radical anion superoxido (O2), na concentracdo de IOOfxg/mL. *p < 0,05; * p<
001; p< 0,001 indica diferenca significativa entre os grupos. Cada barra
representa a média + EPM de 3 experimentos realizados em triplicata. (teste i-ndo
pareado).
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TABELA 8 - Relacdo das médias percentuais £+ EPM de fonnacdo de acido

urico (AU) e de reducdo do nitro blue tétrazolium (NBT), do ensaio

enzimatico e ndo-enzimatico

Hg/mL
0,1
1,0

10,0
100,0

Hg/mL
01
1,0

10,0
100,0

EBHA
AU NBT
97+3,0 98+2,3
97+3,0

94+3,2

97+2,7
95+2,6

70+£145 62%3,3

EBHA
NBT
105,00£13,70
108,00+13,40

109,00+£14,30
58,00+9,00

Sistema Enzimatico

ACcOEt
AU NBT
95+2,5 75+7,1
99+0,6 88+2,2
85+2,7 80+1,0
4+25  34+8,8

BuOH
AU NBT
99+0,6 93+3,7
99+1,3 91+4,5
9445,0 80+7,9
21+2,4 43%6,1

FCOI
AU NBT
97+3,0 93+6,6
98+1,6 90%4,2
81+3,6 92+5,3

6+4,7  43%8,5

AcOEt
NBT
104,00+3,40
115,00+10,70
100,00+11,00

36,00+£15,50

Sistema Ndo-Enzimatico

BuOH
NBT
107,00+9,10
106,00+12,70
101,00+15,80

15,00+1,30

FCOI
NBT
112,00+0,60
120,00+5,00
116,00+0,00

11,00+3,00
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5.2.3. Determinacdo da Capacidade Sequestradora do Radical OH pelo
EBHA, Fracdoes BuOH, AcOEt e Quercetina Sulfatada (FCOI) de Cuphea

carthagenensis - Medida da Degradacao da Desoxirribose

Na figura 19 estdo representadas as diferentes concentracdes de EBHA
de Cuphea carihagenensis utilizadas para determinar a capacidade
sequestradora do radical OH . Neste histograma pode ser verificado que a
inibicdo da degradacdo do acgucar é dependente da concentracdo de EBHA,
sendo evidenciada ja nas menores concentracoes.

Da mesma maneira, todas as concentracdes testadas da fracdo AcOEt
(Figura 20) promoveram a inibicdo da degradacdo da desoxirribose quando
comparadas ao grupo controle (correspondente a 100% de degradacéo).

Na Figura 21, temos o liistograma representando os resultados obtidos
com a fracdo BuOH, que promoveu significativamente a inibicdo da
degradacdo da desoxirribose, de forma similar ao FCOI, ilustrado na Figura
22). De acordo com a Figura 23, todos os grupos analisados promoveram a
inibicdo da degradacdo da desoxirribose de maneira similar, em todas as
concentragfes testadas. O FCOI, no entanto, obteve maior destaque pois
apresentou diferenca estatistica com relacdo ao EBHA, AcOEt e BuOH, na
concentracdo de 1,0)ag/mL (Figura 23b), ao EBHA e BuOH na concentragdo
de 10,0[j.g/mL (Figura 23c) e ao EBHA, AcOEt e BUuOH na concentracdo de
100p,g/mL (Figura 23d). Os dados niunéricos percentuais de degradacdo da
desoxirribose acompanliadas de seus respectivos EPM, estdo expressos na

Tabela 9.
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Figura 19 - Histograma representando as médias percentuais + EPM de
degradacdo da desoxirribose, na auséncia (C) e na presenca (0,1 - 100)ng/mL
do EBHA de Cuphea carthagenensis. *p <0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001:
indica diferenca significativacom relagdo ao grupo controle e demais
concentracBes. Cada barra representa a media + EPM de 3 experimentos
realizados em triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 20 - Histograma representando as médias percentuais £ EPM de
degradacdo da desoxirribose, na auséncia (C) e na presenca (0,1 - 100)iLig/mL
da fracdo AcOEt de Cuphea carthagenensis. *p < 0,05; ***p< 0,001 indica
diferenca significativa com relagcdo ao grupo controle e demais concentragoes.
Cada barra representa a media + EPM de 3 experimentos realizados em
triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 21 - Histograma representando as médias percentuais = EPM de
degradacéo da desoxirribose, na auséncia (C) e na presenca (0,1 - 100)p,g/inL
da fracdo BuOH de Cuphea carthagenensis. *p < 0,05; ***p< 0,001 indica
diferenca significativa com relacdo ao grupo controle e demais concentragoes.
Cada barra representa a média £+ EPM de 3 experimentos realizados em
triplicata. (ANOVA/ Tukey).
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Figura 22 - Histograma representando as médias percentuais + EPM de
degradacdo da desoxirribose, na auséncia (C) e na presenca (0,1 - IGO)Nig/mL
do FCOI de Cuphea carthagenensis. **p< 0,01; ***p< 0,001 indica diferenca
significativa com relacdo ao grupo controle e demais concentragbes. Cada
barra representa a média £ EPM de 3 experimentos realizados em triplicata.
(ANOVA/Tukey).
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Figura 23 - Eiistogramas representando as médias percentuais £+ EPM de
degradacéo da desoxirribose na presenca do EBHA, AcOEt, BuOH e FCOI de
Cuphea carthagenensis nas concentracdes de 0,1 (a); 1,0 (b); 10 (c) e 100
(d)jAg/mL. **/?< 0,05; **p< 0,01 indica diferenca significativa entre os grupos.
Cada barra representa a média £ EPM de 3 experimentos realizados em
triplicata ( teste t-ndo pareado).
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TABELA 9 - Relacdo das médias percentuais £ EPM de degradacdo da

desoxirribose.

Hg/mL EBHA AcOEt BuOH FCOI
0,1 64,00+13,20 71,00+8,20 88,00+2,80 72,00+5,80
1,0 47,00+5,80 33,00+4,00 45,00+1,40 29,00+2,10
10,0 24,00+5,20 17,00£3,20 22,00+2,30 8,00+1,20

100,0 15,00+2,30 12,00+2,00 12,00+2,00 5,00+0,90



6 -DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo contribuir com o estudo
fitoquimico, fannacologico e bioquimico de uma planta nativa, a Cuphea
carihagenensis (Jacq)Mcbride, populamiente conliecida como Sete-Sangrias
ou Guanxuina Vermellia, largainente utilizada na medicina popular como
antihipertensiva, dentre outras demais indicagoes.

O estudo teve inicialmente o intuito de avaliar 0s mecanismos
envolvidos na atividade liipotensora de Cuphea carihagenensis, efeito este,
verificado pela populacdo da comunidade da Costa da Lagoa, no municipio de
Florianopolis, SC. Anterionnente aos experimentos bioquimicos e
famiacologicos, foram também desenvolvidos uma série de ensaios
fitoquimicos, reahzados com o EBHA e com as fracdes da planta.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios fannacolégicos, o
EBHA de Cuphea carihagenensis, bem como as fracGes e subfracdes,
promoveram um significante relaxamento dos anéis de aorta toracica de ratos,
gue ocorreu somente na presenca de endotélio fimcionaLNjNif ~

Nas pesquisas realizadas com plantas medicinais que apresentam efeito
no sistema cardiovascular, o endotélio ocupa um papel ftmdamental de estudo,
visto que 0s mecanismos de acdo sugeridos para muitos exfratos de plantas
estdo diretamente relacionados com a via do NO (Fitzpatrick ei ali,
1995;Wazlawik ei al.\991). A partir de experimentos realizados com anéis de
aorta toracica de ratos, certos pesquisadores verificaram que uma detenninada
mistura de pohfendis existentes no vinlio, promovia relaxamentos dependentes
da presenca do endotélio vascular. Além disso, em oufras preparacGes onde o
endotélio foi removido, foram necessarias concentracdes 1000 vezes maiores
da mistura testada, para promover o0 relaxamento das preparagoes

(Andriambeloson ei al, 1997). O trabalho citado vai ao encontro aos
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resultados obtidos no presente  estudo, onde somente a partir de
concentracOes superiores a 100)ig/mL, passou-se a observar um relaxamento
que independia da presenca do endotélio vascular, tanto com o EBHA, bem
como com as fragbes (BUuOH e AcOEt) e subfracdes (SN-1 e PPT-1) de C.
carihagenensis. A atividade verificada nas maiores concentracdes, valeu-se
portanto, a algum outro tipo de mecanismo ndo relacionado com a via
NO/GMPc.

Nos experimentos onde foi preservado o endotélio, observamos ainda
que ambas as subfracOes testadas (SN-1 e PPT-1) promoveram relaxamentos
inferiores a sua fracdo de origem, a fracdo BUuOH. A diminuicdo da capacidade
vasorelaxante das subfracbes poderia ter ocorrido; 1) Pelo método de
separacdo nao ser o mais adequado para a extragdo dos componentes ativos 2)
por existir alguma relacdo de sinergismo quimico-fanTiacologico entre 0s
componentes ativos da fragdo BuOH, nédo pemiitindo a verificacdo deste efeito
quando separamos 0s mesmos. O sinergismo entre flavonoides pdde ser
verificado através de um estudo onde se procurou analisar o efeito inibitorio da
quercitrina e da afzelina sobre a atividade-fidas"enzima conversora de
angiotensina (EGA), de pulmé&o de coelhos. Os pesquisadores constataram uma
maior inibicdo da EGA quando estes dois flavondides eram testados
conjuntamente (Hansen e/a/., 1996).

Nos experimentos farmacoldgicos reahzados com a quercetina sulfatada
(FGOI) também foi observado apenas um discreto relaxamento, obfido nas
maiores concentracdes (> 100|Lig/mL). Neste caso, pode-se sugerir que a
quercetina sulfatada néo estar relacionada com o efeito bioldgico da planta ou
necessita da presenca de algum outro componente ativo para exercer sua
atividade. Uma outra hipétese (relacionada com a inibicdo do NO) poderia ser
sugerida com relacdo ao FGOIl ndo ter promovido o relaxamento das

preparacdes. Segundo um trabalho de Ghiesi e Schwaller, de 1995, a
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quercetina é capaz de inibir a eNOS em cultura de células endoteliais bovinas,
provavelmente por interagir com o sitio de ligacdo da cahnodulina.

De acordo com os resultados iniciais obtidos com o EBHA, fracdes e
subfracGes de Cuphea carthagenensis, nas preparacdes com endotélio integro
e lesado, a fracdo BuOH foi escolhida para os ensaios fannacoldgicos
subsequentes, visto que apresentou os menores valores de CI50

Para investigar o possivel envolvimento do NO no relaxamento induzido
pela fracdo BuOH, foram primeiramente utilizados o L-NOARG e o
aminoacido L-arginina (Moore et al, 1990; Frew et al, 1993). Nos
experimentos realizados somente com o L-NOARG (10 e 30 jiM), o
relaxamento induzido pela fragdo BuOH foi significativamente abolido na
presenca deste inibidor das NOS. Os inibidores das NOS (L-NOARG, L-
NAME, L-NMMA) promovem o bloqueio da atividade enzimatica por serem
analogos do substrato L-arginina, competindo com 0O aminoacido pelo sitio
ativo da enzima (Aoki, 1995). Em outros experimentos, nos quais além do L-
NOARG (IOj*M) foi adicionado também a L-arginina (ImM), foi observada
uma reversdao do efeito inibitério promovido”™-pelo L-NOARG sobre o
relaxamento induzido pela fracdo butanolica, alcancando valores muito
proximos aos obtidos com as curvas controle a fragdo BuOH.

A dependéncia da camada de células endoteliais somada a inibi¢do do
efeito vasorelaxante verificada apos a administracdo do L-NOARG, sugere a
participacdo da via L-arginina/NO no relaxamento induzido pela fragcéo
butanolica. Esta hipoOtese permite a citacdo de alguns possiveis mecanismos
relacionados com a formacdo de Oxido nitrico; A hgacdo da e-NOS com o
complexo calcio/calmodulina envolve iniciahnente O rompimento de uma
ligacdo, entre a e-NOS e uma proteina chamada caveohna (Feron, 1999). Os
componentes ativos da planta poderiam facilitar a dissociacdo do complexo e-

NOS+caveolina ou ainda facilitar a translocacdo da e-NOS ap06s sua
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dissociacdo. Além disso, uma outra proteina chamada Hsp90 {heat-shock
protein, responsavel pela modulacdo de varios sinais intracelulares), € também
recrutada pela e-NOS, quando agonistas (Por exemplo, a histamina) ou o
proprio shear stress estimulam a producdo de NO (Garcia-Cardena et al.,
1998). A hgacdo e-NOS+Hsp90 aumenta a atividade da e-NOS e
subseqglientemente, a fonnacdo de NO; os flavondides também poderiam estar
implicados com a ativacédo deste complexo.

Com 0 intuito de investigar a influéncia da fracdo butanolica na etapa
subsequente do relaxamento induzido pelo NO, foram utilizados os inibidores
da enzima guanilato ciclase, o azul de metileno e 0 ODQ (Ragazzi et al, 1995;
Gathwaite et al, 1995). Nesta etapa, foi constatada uma relacao direta entre o
relaxamento induzido pela fracdo BuUOH e a fonnagdo de GMPc, pois com a
inibicdo da enzima guanilato ciclase, ocorreu uma diminui¢do da capacidade
do BuOH em relaxar a musculatura lisa vascular.

De acordo com primeiros resultados obtidos nas preparacdes isoladas,
sugere-se 0 envolvimento da via NO/GMPc no relaxamento vascular induzido
pela fracdo BuOH, pelos seguintes motivos:»a) do endotého
vascular, foram necessarias concentracbes muito maiores da fracdo BuOH,
para promover o relaxamento; b) o relaxamento foi significativamente inibido
na presenca do inibidor da NOS; c) a inibicdo induzida pelo L-NOARG foi
praticamente revertida com L-arginina; d) a utilizacdo de inibidores da
guanilato ciclase também diminuiu o relaxamento induzido pela fragdo BuOH.

Os componentes ativos responsaveis pelos efeitos verificados com a
fracio BUOH de Cuphea carthagenensis poderiam ser atribuidos a duas
classes de compostos polifendlicos, os taninos e os flavondides, detectados
nos ensaios fitoquimicos preliminares. Os flavondides sdo substancias capazes
de promover relaxamento dependente de concentracdo, as respostas contrateis

induzidas por noradrenalina ou KCI, em aortas de ratos (Herrera et al, 1996).
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Inimeros mecanismos de transducdo intracelular tém sido relacionados
com os efeitos vasodilatadores dos flavonoides sobre o mdasculo liso.
Determinados extratos de plantas contendo flavondides sdo capazes de induzir
0 vasorelaxamento dependente da presenga do endotelio, através da liberagédo
e/ou aumento da atividade do NO, com conseqiiente aumento nos niveis
intracelulares de GMPc (Fitzpatrick et al, 1993; Andriambeloson et al, 1997).
O aumento dos niveis de GMPc, de acordo com alguns estudos, pode ocorrer
devido a inativacdo de determinadas fosfodiesterases (enzimas responsaveis
pelo metabolismo do AMPc e GMPc) promovida pelos flavondides (Beretz et
g/., 1986; Saponara e Bosisio, 1998).

A formacdo e o aumento nos niveis de GMPc por sua vez, pode
desencadear uma série de eventos intracelulares, relacionados a fosforilacédo
protéica, inativacdo enzimatica e mobilizacdo de ions. Por meio de um estudo
realizado com células musculares lisas e hepatocitos, foi verificado que o
aumento do GMPc, promove a inibi¢do do trifosfato de inositol (IP3- segundo
mensageiro intracelular responsavel pela liberacdo de Ca*™ dos estoques
intracelulares). O GMPc, atuando sobret proteinas quinases dependentes de
GMPc (as quais sdo capazes de fosforilar os receptores do IP3, diminui
portanto a liberacédo de Ca™ no meio intracelular, facilitando o relaxamento do
musculo liso (Komalavilas e Lincoln, 1994). De acordo com certos
pesquisadores, detenninados flavondides sdo ainda capazes de inibir o
aumento da concentracdo intracelular de calcio, pela inibicdo direta da
fosfolipase C (Kyo et a/., 1998), enzima responsavel pela geracédo de IP3.

Os flavondides sdo ainda capazes de mibir a proteina quinase C,
responsavel pela fosforilagdo de proteinas envolvidas com a mobilizacéo
intracelular de Ca™ (Ferriola et al, 1989), e interferem com o influxo de ions
Ca™, atraves da inibicio de  ATPases de membrana (Middleton e

Kandaswami, 1993). No plasma de individuos septicémicos, a quercetina
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promoveu também a inibicdo significativa da fosfolipase A2(uma das enzimas
mais importantes do processo inflamatorio) nas amostras testadas (Lee ei al,
1982; Lindalil e Tagesson, 1993). Outros flavonoides isolados de T.
microphyllum foram também capazes de inibir significativamente o edema de
pata induzido pela carragenina em camundongos (Abad et al, 1995).

Os taninos presentes no BuOH de Cuphea carthagenensis também
poderiam estar contribuindo no efeito vasorelaxante verificado nos
experimentos com a fragdo BUuOH. De acordo com Russel e Rolirbach (1989),
concentracbes micromolares de taninos condensados promoveram 0
relaxamento de aneis de artéria pulmonar de coellios, contraidos previamente
com noradrenalina.

A suposta influéncia da fracdo BUOH sobre o influxo de C¥*"*nas células
vasculares e sobre canais de Ca™ modulados por receptor foi também
verificada através da realizacdo de CCR ao calcio e a fenilefrina, na auséncia
e na presenca de incubacOes isoladas e crescentes da fracdo BuOH. Com
relacdo as CCR ao Ca™ ndo foi verificada alteracdo em nenliuma das
concentracdes da fracdo BuOH testadas.- Por outro lado, nos experimentos
com a fenilefrina, houve um deslocamento significante das curvas para a
direita, verificado somente na incubacdo de 100)a,g/mL da fracdo BuOH.
Através de estudo realizado com anéis de aorta toracica de ratos, Fitzpatrick et
o0/.,1993, verificaram que a incubacdo prévia com extrato de casca de uva
(rico em polifendis) diminuiu a contragdo maxima induzida pela fenilefrina, na
presenca de endotélio, sendo que em outras preparacdes onde o endotélio foi
removido, tal efeito ndo foi observado. Godfraind (1986) verificou também que
a via NO/GMPc é passivel de interagir com canais de C¥* modulados por
receptor, ndo sendo todavia sensivel a canais de Ca™ operados por voltagem.

Porém, em nossos experimentos, a fragdo BuOH ndo alterou O efeito maximo
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do agonista, mas promoveu o deslocamento para a direita, da CCR a fenilefrina
sem alterar o efeito maximo, caracterizando um antagonismo competitivo.

Nos experimentos onde foi adicionada afropina (I|/iM) para a verificacao
de alguma possivel influéncia da fracdo BuOH sobre receptores muscarinicos,
ndo foi observada qualquer alteracdo significante por parte do relaxamento
induzido pela fracgdo BuOH. Portanto, a possibilidade da fracdo butandlica
exercer alguma atividade sobre este tipo de receptor foi descartada.

Outra possivel atuacdo dos componentes ativos da fracdo BuOH pode
estar relacionada com a capacidade dos polifendis em doarem elétrons,
estabilizarem moléculas reativas e quelarem metais de transicdo,
caracterizando-os como antioxidantes (Rice-Evans, 1997). O aumento da
atividade bioldgica do NO associado ao acumulo de GMPc, pode ser devido a
um aumento na geracdo de NO ou a uma diminui¢do de sua inativacdo por
outras espécies reativas (Fitzpatrick, 1993). A ultima hipdtese foi investigada
atraves de experimentos realizados com o SNAP e o SIN-1, ambos doadores
de NO e NO + 02, respectivamente (Hohn et a/., 1998), em preparacoes
desprovidas de endotéli®aé<is>™ i

As incubacdes isoladas de 100 e 300 jug/mL da fracdo BuOH,
adicionadas nos 15 minutos antecedentes ao inicio das curvas ao SNAP e ao
SIN-1, facilitaram o relaxamento de ambos os compostos doadores, verificado
pelo deslocamento para a esquerda, estatisticamente significante das curvas, na
presenca da fracdo butandlica.

Sabemos que o SNAP libera apenas NO em solucdo agquosa (Menconi et
al, 1998; Holm et al, 1998). Em nosso sistema, utihzamos uma mistura
carbogénica com 95% O2e umapOi em tomo de 400-500 mmHg, superior aos
niveis fisioldgicos que estdo por volta dos 20% de O2e 130 - 150 miTLHg.
Segundo Kelm et al. (1991), neste tipo de sistema, a meia-vida do NO pode

ser comprometida, pela rapida reacdo deste radical com 0 O2e 02'. gerados
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no meio. Portanto, nas CCR ao SNAP, o relaxamento significativo das
preparagOes verificado na presenca da fi"acdo BuOH pode ter ocorrido devido a
uma maior disponibilidade do NO no meio, em fiingdo do sequestro das
espécies reativas pelos componentes ativos presentes na fi-acdo butanolica.

Nos experimentos realizados com o SIN-1, podemos da mesma fonna
inferir a participacdo dos polifenois presentes na fi-acdo BuOH, no sequestro de
02'. A real liberacdo de radicais O2'. nas condi¢Ges experimentais pdde ser
comprovada nos experimentos realizados com a SOD que converte 0 anion
superoxido (02') em peroxido de hidrogénio (Squadrito et a/.,1998). O
deslocamento para a esquerda da CCR ao SIN-1, verificado apos a adi¢do da
SOD correspondeu portanto, a dismutacdo do O2 pela enzima. Ainda com
relacdo ao deslocamento verificado na CCR ao SIN-1, na presenca da fi-acao
BuOH, ocorreu um deslocamento significativo, todavia menor que o
deslocamento promovido pela SOD. Isso provavehnente ocorreu devido a
velocidade de reacdo do 02'. com a SOD e com a fi-acdo BUOH serem
distintas. De acordo com Tsujimoto et al. (1993) certos compostos fenolicos
apresentam uma ?si;gnifieativa»atividade sequestradora de O2. ,porém em niveis
menores quando comparados com a SOD.

De acordo com os resultados até aqui apresentados, foi verificado que
nos experimentos com o SNAP e o SIN-1, a concentracdo da fracdo butandlica
que promoveu a facihtacdo do relaxamento por parte dos doadores, foi de
100)j.g/mL, ou seja, a mesma concentracdo da fragdo BUuOH que promoveu O
inicio do relaxamento independente da presenca de endotélio. Portanto,
depreende-se do exposto acima, que a fracio BuOH poderia, nas
concentracfes proximas a CI50 desencadear um mecanismo que envolvesse
diretamente a producéo e liberacdo de NO, e em maiores concentracdes, estar

promovendo ainda o relaxamento do musculo liso, via seqlestro de espécies
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reativas, facilitando desta maneira a difiisdo do NO (liberado pelo SNAP e
pelo SIN-1) para a célula lisa vascular.

De acordo com varios trabalhos descritos na literatura, os flavonoides,
compostos derivados do nucleo fundamental 2-fenilbenzopirano, estédo
presentes em muitas plantas e alimentos e sdo capazes de suprimir a formacéo
de radicais livres, ou pelo seqiiestro dos mesmos, ou ainda por se ligarem a
metais pesados como o Fe™e o CuN*, 0s quais Sdo responsaveis por uma série
de reacbes formadoras de radicais livres, como por exemplo a reacdo de
Fenton : H202 + Fe™ OH* (Duarte et al, 1993; Rice-Evans et al,1996).

As pesquisas referentes ao processo de estresse oxidativo e a
importancia dos antioxidantes marcou seu inicio quando, em 1969, McCord e
Fridovich descobriram o papel relevante da SOD verificando que esta enzima é
um dos primeiros mecanismos de defesa das células eucariontes nos processos
oxidativos.

Al partir dos dados obtidos com os experimentos fannacoldgicos
classicos, procurou-se comprovar a hipétese de que a fragdo butandlica poderia
efetivamentejeaem*maiores concentracOes, estar sequestrando EROs. Dada a
atual relevancia dos flavonoides em relacdo a capacidade de sequestrarem as
EROs nos sistemas biologicos (Hanasaki et al, 1994), continuou-se a
investigacdo com o0s experimentos bioquimicos, a fim de avahar a possivel
capacidade antioxidante da fracdo butandhca. Os mesmos ensaios foram
também realizados com 0 EBHA, fracdo AcOEt e FCOI, com o intuito de
verificar se estas substancias teriam alguma atividade antioxidante, apesar de
ndo apresentarem a mesma atividade da fracdo BuOH nos experimentos
fannacologicos.

De acordo com os resultados obtidos com o método enzimatico de
geracdo de O2., pode-se observar que tanto o EBHA, como as demais fracdes

e 0 FCOI, promoveram tanto a inibicdo da reducdo do NBT, quanto a inibicdo
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da enzima xantina oxidase (XO), ambos os efeitos verificados novamente na
concentragdo de 100|ng/mL.

A enzima XO é encontrada nas células endoteliais, normaiinente na sua
forma inativa, quando entdo é denominada xantina desidrogenase. Quando o
endotélio é exposto a neutrofilos ativados (os quais geram grandes quantidades
de O2.), ocorre a conversdo da xantina desidrogenase para XO (Ward, 1991).
O aumento da atividade da XO implica na geracdo de &cido urico, além de 02'.
e H202.0S radicais 02'. por sua vez reduzem o Fe™ para Fe’™, permitindo a
reacdo de Fenton e consequente fonnacdo de radicais (OH). A reacdo da
xantina com a enzima XO tem sido a muito tempo reconliecida em gerar 02'. e
H202 tendo recentemente sido descrito o seu papel relevante em patologias
como na artrite gotosa e na isquemia (McCord, 1985).

Muitos acidos fendlicos e flavonoides sdo conliecidos na literatura, pela
capacidade de reduzirem os niveis de formacdo de &cido Urico, sendo que a
inibicdo da enzima XO parece estar relacionada com a presenca de hidroxilas
na molécula (Cotelle et al., 1992; Rolmert et al, 1998). Flavonoides como a
baicaleina-miricetina, luteolina e quercetina sdo potentes inibidores da XO,
verificado através da diminuicdo da fonnacao de acido urico (Cos et al, 1998).
Segundo os resultados obtidos, tanto o extrato como as fracdes e o FCOI
apresentaram uma significativa diminuicdo da fonnacdo de &cido drico, com
destaque no entanto, para a fracdo AcOEt e para o FCOIl. Com relacdo ao
FCOI, os resultados concordam com os trabalhos da literatura, que apontam a
guercetina como um composto que apresenta alta capacidade em inibir a
enzima XO, bem como em sequestrar radicais 02'. ( Cos et al, 1998).

Com relacgédo a capacidade do EBHA, AcOEt, BuOH e FCOI diminuirem
0 percentual de reducdo do NBT, pode-se sugerir que todos apresentam a
capacidade de sequestrarem radicais OZ..No entanto, a percentagem relativa

de reducdo do NBT foi discretamente maior quando comparada com o
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percentual de formacdo de acido Urico. Isto significa que os niveis de geracéo
de radicais 02'. foram superiores aos esperados, baseando-se nos niveis de
inibicdo da enzima XO. De acordo com este raciocinio, uma certa atividade
pro-oxidante das amostras poderia ser considerada. Sem descartar esta
possibilidade, deve-se, contudo, atentar para algumas supostas variaveis,
igualmente importantes, que poderiam ter interferido na captura dos radicais
02. A primeira diz respeito a propria enzima XO, a qual, como ja foi
mencionado, ndo gera exclusivamente radicais 02’. A segunda vai ao encontro
de uma pesquisa de Britigan et a/.,(1990) que verificaram uma concentragdo
excedente de ions ferro em vérias preparacdes comerciais de XO testadas.
Segundo o traballio destes pesquisadores, O ferro excedente pennite que a
reacdo de Fenton possa ser desencadeada promovendo a geragdo de outro
radical: o OH Caso essa Ultima variavel tenlia ocorrido, os componentes
ativos presentes nas fi*ages e o FCOI poderiam estar reagindo com outros
radicais gerados, como o H202 ou supostamente 0 OH , aumentando a maior
disponibilidade e a concentracdo de 02'. no meio de reacao.

Para maior seguranca quanto a efetiva capacidade sequestradora de 02'.,
o EBHA, AcOEt, BUuOH e FCOI foram submetidos a uma outra bateria de
ensaios, onde foram gerados radicais 02'. sem a interferéncia de qualquer
enzima. Nestes resultados foi confinnada a capacidade do EBHA, AcOEt,
BuOH e FCOI em sequestrarem o 02*, na concentracdo de 100)j.0/iTLL. Outros
trabalhos descritos na literatura apontam varios flavondides como
sequestradores de radicais 02* . Num estudo semelhante, Hanasaki et al,
(1994) verificaram que flavondides como a epicatequina, miricetina, rutina,
catequina, epigalocatequina, quercetina, galangina e morina apresentam uma
alta capacidade sequestradora de radicais O2 sendo que apenas a

epigalocatequina ndo apresentou efeitos inibitorios sobre a enzima XO.



87

A importdncia da descoberta de novas substancias capazes de
inativafem o 0{. estd implicada na alto poder deste radical em ser o precursor
de varios mecanismos geradores de outras espécies reativas. O peroxinitrito
(ONOQ") gerado a partir da inativacdo do NO pelo radical O2. (White ei ai,
1994), se decompde a didxido de nitrogénio (NO2 ) e radical liidroxila (OH)
(Radi ei al., 1993). Em pH fisiolégico, 0 ONOOQ' € consideravehnente mais
reativo que o 02'. e O NO; sendo implicado na patogenia de inumeras
enfennidades como  aterosclerose, hipertensdo, artrite e endotoxemia
(Demiryurek ei al, 1998).

Nos experimentos realizados para verificar a capacidade do EBHA,
AcOEt, BUOH e FCOI em sequiestrarem o radical OH , utilizamos 0 ensaio da
degradacdo da desoxirribose. De acordo com os resultados, tanto o EBHA
como as fracdes e o FCOI inibiram a degradacdo da desoxirribose. Esta
inibicdo foi concentracdo-dependente, sendo bastante significativa ja nas
menores concentragdes utilizadas em nossos ensaios (0,Ip,g/mL).

Como ja foi abordado ao longo deste trabalho, o radical OH pode ser
gerado na presenca de metais de transicdo como o ferro (Fe™" (Rubanyi, 1988;
Debi e Goutier, 1990). As hemoglobinas e as ferritinas sdo proteinas
responsaveis pelo annazenamento do ferro no organismo, porém, na sua fonna
inativa, inapropriada para desencadear a reacdo de Fenton. Por outro lado, a
grande concentracdo de ferritina nas células endoteliais favorece o estresse
oxidativo, ou seja, 0 02" produzido nestas células pode mobihzar 0 F€™* e com
isso dissociar o ion presente na ferritina, desencadeando o inicio da producéo
de radicais OH

As células endoteliais apresentam uma grande suceptibilidade ao
estresse oxidativo e isto se deve em parte, a alta concentracdo de ferritina

(Ward, 1991) presente nestas células. O 0{. gerado na célula endotelial pode
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mobilizar o e com isso dissociar o ion presente na ferritina,
desencadeando o inicio da producéo de radicais OH.

Embora o radical OH tenlia um periodo de duracdo muito efémero
(cerca de alguns microsegundos) sua alta reatividade € suficiente para
desencadear certas reacdes em cadeia, como alterac6es no DNA e peroxidacgdo
lipidica (Cross et al., 1987; Halliwell, 1991). De acordo com Sun e Chen
(1998), dentre as inimeras espécies reativas de oxigénio geradas no organismo
, 0 ONOOQO' e 0 OH estdo entre as mais potentes podendo desencadear danos
irreversiveis a proteinas, lipideos e acidos nucléicos.

Os resultados sugerem que 0s componentes ativos, presentes no EBHA,
bem como nas fracdes BUOH e AcOEt e o FCOI de Cuphea carthagenensis,
exerceram atividade inibidora sobre a degradacdo da desoxirribose,
possivelmente pelo seqiestro de radicais OH . Os flavondides sdo potentes
seqlestradores de radicais OH sendo tdo ou até mais potentes que 0s
sequestradores classicos deste radical, como o etanol e o butanol (Husain et
al, 1987). Estudos indicam que a inibicdo da peroxidacdo lipidica verificada
na presenca de., detenninados flavonoides se deve as propriedades
sequestradoras de radicais O2. e OH (Takahama, 1983; Husain et al, 1987).
Em trabalho realizado com determinados compostos fendlicos, isolados de
Salvia iniltiorrhiza (muito utilizada na China em casos de trombose e
isquemias), estes compostos foram capazes de potencialmente inibir o estresse
oxidativo induzido pelo Fe"VCisteina, em membranas de hepatécitos de rato
(Liu et al, 1992).

Muitos trabalhos tém sugerido que certas espécies vegetais apresentam
componentes ativos que protegem 0 organismo de desordens
cardiocirculatorias (Fitzpatrick et al, 1995; Wazlawik et cr/.,1997; Evans et
al., 1997). Os flavondides encontrados numa grande variedade de plantas

utilizadas na medicina popular, promovem uma série de efeitos biologicos
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como 0 relaxamento de vasos, a diminuicdo da peroxidacdo lipidica, a inibicdo
da agregacdo plaquetaria e o sequestro de espécies reativas de oxigénio.
(Husain et al, 1987; Fitzpatrick et al, 1993; Polette et al, 1996; Cos et al,
1998; Kaneko e Baba, 1999). Contudo, sdo necessarios maiores estudos
referentes aos mecanismos de absorcdo, distribuicdo e metabolismo dos
flavonoides, para posterior correlacdo dos efeitos obtidos em condicdes
experimentais com os beneficios provenientes da dieta (Formdca e Regelson,
1995).

O presente estudo sugere que determinados polifendis presentes na
fracdo butandlica de Cuphea carthagenensis promovem o relaxamento da
musculatura lisa vascular, atuando na via do NO/GMPc. Sem descartar a
existéncia de outros mecanismos, sugere-se que os polifendis da fracdo BuOH,
participam do aumento da atividade biologica do NO, de duas maneiras: |) 0s
efeitos verificados nos experimentos fannacologicos poderiam ser diretamente
atribuidos a formacdo de NO (dissociacdo do complexo e-NOS/caveolina;
translocacdo da e-NOS; aumento da ligacdo e-NOS/Hsp90, aumento da
concentracdo de calcio intracelular, na célula endotelial) o qual™ uma vez
liberado, atuaria nos sistemas de transducdo intracelular, envolvidos no
vasorelaxamento. 2) Os polifendis presentes na Cuphea carthagenensis
poderiam, em maiores concentragbes, contribuir com algum mecanismo
classico de transducdo (inibicdo de fosfodiesterases, PKC, fosfolipase C), e
ainda promover o aumento simultaneo da atividade biolégica do NO pelo
seqliestro de espécies reativas de oxigénio.

Alteracdes na via NO/GMPc estdo relacionadas com a maior incidéncia
de problemas cardiovasculares, como a hipertensdo e a aterosclerose. O
presente traballio sugere que os efeitos verificados a partir do uso popular de
Cuphea carlhagenensis podem estar relacionados com 0s componentes ativos

da planta. No entanto, mais estudos sdo necessarios para o isolamento e a
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identificacdo destes componentes, presentes nas fracbes de Cuphea

carihageriensis, particulannente na fragdo butanolica.



RESUMO E CONCLUSOES

A Cuphea carthagenensis (Lytraceae) é uma planta nativa encontrada
em varias regides brasileiras e paises americanos, populannente indicada na
medicina popular em distarbios cardiovasculares.

Nosso estudo teve o objetivo de investigar a atividade farmacologica do
extrato bruto hidroalcodlico (EBHA), fracGes acetato de etila (AcOEt) e n-
butanol (BuOH), subfracbes SN-1 e PPT-1 e quercetina sulfatada (FCOI) de
Cuphea carthagenensis no musculo hso vascular, procurando ainda relacionar
0 efeito obtido nos experimentos farmacologicos com a atividade antioxidante
dos componentes ativos da planta. Os experimentos farmacoldgicos
desenvolvidos com o EBHA de Cuphea carthagenensis, bem como com as

fracOes, subfracdes e FCOIl demonstraram que;

1 As adicdo cmmilativa de concentragbes (0,1 - 3000,0 jig/mL) do
EBHA, bem como das fragcbes AcOEt e BuOH e subfracdes SN-1 e PPT-1 as
preparacdes, promoveu um relaxamento dos anéistideiaorta toracica de ratos
contraidos previamente com fenilefrina, na presenca de endotého funcional.
Por outro lado, a adicdo cumulativa (0,01 - 300,0 *xg/mL) do composto FCOI
as preparacOes, promoveu apenas um discreto vasorelaxamento dos anéis,
verificado somente nas maiores concentracdes. De acordo com noSsOS
resultados, o relaxamento induzido pelo EBHA, AcOEt, BuOH, SN-1 e PPT-1
dependeu exclusivamente da presenca do endotélio, nas concentracdes
inferiores a 100)j.g/mL. A fracdo BuOH promoveu os menores valores de CI50
quando comparada com 0 EBHA, AcOEt, SN-1 e PPT-1. Desta maneira, a
fracdo butanolica foi a fracdo de escolha para os experimentos fannacoldgicos

subsequentes.
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2. O envolvimento do endotélio e do NO foram investigados através do
uso do inibidor da enzima NO-sintase (L-NOARG). Além disso, como o NO
induz ao relaxamento do musculo liso vascular via ativacdo da guanilato
ciclase e acumulo de GMPc, a possivel interferéncia do BuOH nesta etapa
também foi investigado. O preé tratamento dos aneis com o L-NOARG (10 e 30
|iM) promoveu uma inibicdo bastante significativa no relaxamento induzido
pela fixacdo BUuOH. Por outro lado, a incubacdo com L-arginina praticamente
reverteu a inibicdo promovida pelo L-NOARG. O azul de metileno (10[iM) e o
ODQ (1]iM) também promoveram um efeito inibitorio no relaxamento
induzido pela fracdo BuOH, com significativo deslocamento para a direita, da
curva concentracdo-resposta a fracdo BuOH. O fratamento prévio dos anéis

com atropina (Ip.M) néo afetou o relaxamento induzido pela fracdo BuOH.

3. A possivel interferéncia da fragdo BuOH na confracdo induzida pelo
calcio e pela fenilefrina também foi investigada. A incubagdo prévia com
concentragOes isoladas crescentes da fracdo BuOH (10, 30 e 100 iiig/mL) néo
interferiram significativamente nas contracfes induzidas peloiiGaleio. Por outro
lado, nas CCR ao agonista a-adrenérgico, ocorreu um deslocamento

significativo, na concentracdo de 10QjLig/mL.

4. A influéncia da fracdo BuOH no relaxamento induzido por
detenninados compostos doadores de NO (SNAP, que libera NO e SIN-1, que
libera NO e 02'. ) também foi investigada, em preparacfes sem a presenca de
endotélio, na auséncia e na presenca de concentracfes isoladas crescentes de
BuOH (30, 100 e 300 jig/mL). Somente a incubacdo prévia com 300|Lig/mL da
fracdo BuOH interferiu significativamente no relaxamento induzido pelo

SNAP, deslocando a curva do doador de NO para a esquerda. O mesmo efeito
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pode ser verificado nas CCR ao SIN-1, com a incubagéo prévia de 100iug/mL

da fi-agdo butanolica.

5. Através de ensaios bioquimicos, foi também investigada a possivel
capacidade dos compostos fendlicos presentes no EBHA, AcOEt, BuOH e
FCOI sequestrarem espécies reativas de oxigénio. Os ensaios bioguimicos
desenvolvidos revelaram que todas as amostras testadas apresentam uma
atividade sequestradora das espécies, reativas geradas (OH e 02.). No
entanto, todas as substancias testadas promoveram uma atividade antioxidante
(tanto em relagdo a inibicdo da enzima xantina oxidase quanto a inibicdo da
reducdo do NBT) apenas na concentracdo de 100)j,g/niL. Da mesma maneira,
no sistema fenazina-metasulfato (sistema ndo-enzimatico), a capacidade
seqliestradora das amostras foi verificada somente nas concentragdo de 100
.o/mL. Com relacdo a capacidade sequestradora de radicais OH' foi
constatada uma alta capacidade do EBHA, AcOEt, BuOH e FCOI em inibirem
a degradacdo da desoxirribose, ja a partir das menores concentracdes

(0,1 jig/mL) testadas.

6. O presente estudo sugere que determinados polifendis presentes na
fi-acdo butandlica de Cuphea carthagenensis promovem o0 relaxamento da
musculatura lisa vascular, atuando na via do- NO/GMPc. Os efeitos verificados
nos experimentos fannacoldgicos poderiam ser diretainente atribuidos a
formacgdo de NO (dissociagdo do complexo e-NOS/caveolina; translocacdo da
e-NOS; aumento da ligacdo e-NOS/Hsp90, aumento da concentragédo de célcio
intracelular, na célula endotelial) o qual, uma vez liberado, atuaria nos sistemas
de transducdo intracelular, envolvidos no vasorelaxamento. Além disso, 0s
polifendis presentes na Cuphea carihagenensis poderiam, em maiores

concentragdes, contribuir com algum mecanismo classico de transducéo
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(inibicdo de fosfodiesterases, PKC, fosfolipase C), e ainda promover o
aumento simultdneo da atividade bioldgica do NO pelo sequestro de espécies

reativas de oxigénio.

7. Alteracbes na via NO/GMPc estdo relacionadas com a maior
incidéncia de problemas cardiovasculares, como a liipertensdo e a
aterosclerose. Os efeitos verificados a partir do uso popular de Cuphea
carthagenensis podem estar relacionados com 0Ss componentes ativos
presentes na planta. No entanto, mais estudos Ssdo necessarios para o
isolamento e a identificacdo destes componentes, presentes nas fi-acOes e,

particularmente, na fi-agcdo butandlica.



SUMMARY AND CONCLUSIONS

Cuphea carihagenensis (Lytraceae) is a native plant widely distributed
in Brazil and several American countries. Infusion of the whole plant is used in
folk medicine as an antihypertensive remedy.

The aim of the current study was to detemiin the possible role played by
the L-arginine-nitric oxide pathway in the vasorelaxant action of the butanolic
fraction of C. carihagenensis \n rings of rat thoracic aorta, and to identify the
underlying mechanism(s) of action. The phamiacological experiments
developed with the Cuphea carihagenensis, EBHA, its fractions, subfractions

and FCOI revealed that;

1. The cumulative addition of EBHA from Cuphea carihagenensis as
well as its fractions (AcOEt and BuOH) and subfractions (SN-1 and PPT-1), to
the bath preparation (0.1 - 3000.0 jag mL'~) caused a concentration-dependent
vasorelaxation response in endothehal-intact thoracic aorta rings pre-
contracted with phenyleplirine. The cmnulative addition ofiECQJ, (0..01 - 300.0
)J-g mL”’) to the bath preparation caused lower concentration-dependent
vasorelaxation response in endothelial-intact thoracic aorta rings than it did in
other compounds. At a concentration lower than 100jag mL”, relaxations
induced by EBHA, BuOH, SN-1 and PPT-1 were exclusively dependent on the
presence of a functional endothehuin. As shown in our results, BUOH produced
a minor 1C50 value in comparison with EBHA, AcOEt, SN-1 and PPT-1 and

because of tliis it was chosen for the subsequently experiments.

2. The involvement of the endothelium and endothelial NO was
investigated by use of the NO-synthase inhibitor L-NOARG. As NO induces

vascular smooth-muscle relaxation through activation of guanylyl cyclase.
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leading to accumulation of cyclic GMP (Moncada, et al, 1991), the
involvement of this pathway was also studied. Pretreatinent of the rings with
L-NOARG (10 and 30 pM) caused powerful blockade of the BuOH-induced
relaxation. However, L-arginine (ImM) partly reversed the inliibition by L-
NOARG of the relaxation induced by the BuOH. Methylene blue (I0O"M) and
ODQ (1jiM) also had an inliibitory effect and both induced parallel rightward
shifts of the BuOH-induced relaxation of approximately 30 times those the
control values. Pretreatment of the rings with atropine (IjnM) did not

significantly affect the BuOH-induced relaxation.

3. We also investigated whether BuOH of Cuphea carthagenensis
interfere with calcium and phenyleplirine-induced contractions in rat thoracic
aorta rings. Pre-incubations of the rings with BuOH (10, 30 and 100 Jxg inL"")

caused no significant blockade of calciuin-induced contractions.

4. The effects of BUOH on the vasorelaxation induced by SIN-1 (wliich
releases both NO and 02') and SNAP (which releases "NO) were also
investigated (Feelisch et al., 1989). The BuUOH incubations (100 and 300 )Lig
mL") produced a leftward shifi in the concentration-response curve for SNAP
in endothelium denuded aorta. The pretreatment of the rings with BuOH (100
jig itlL"") also produced a leftward shift in the concentration-response curve for
SIN-1.

5. The ability of the phenolic compoimds present in EBHA, BuOH,
AcOEt and FCOI to scavenger active oxygens (superoxide anion and hydroxyl
radical) was also investigated. Hydroxyl radical (OH) was generated by the
deoxyribose degradation induced by FeM+ H202 reaction. Superoxide anion

(02'.) was generated by the xanthine/xanthine oxidase system (XO/NBT) and
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phenazine-metasulphate system. The biochemical experiments developed with
the Cuphea carthagenensis, EBHA, AcOEt, BUuOH and FCOI, revealed that all
compounds tested in our experiments were able to scavenge both O2. and OH
radicals. However, in xanthine/xanthine oxidase system, these compounds
were only slightly effective (by both inhibition of uric acid formation and 02'.
production) at a concentration of 100 ng inL . In the phenazine-metasulphate
system, the scavenging capacity of the compounds, was also only effective at
concentration (100 fxgmL ™). It was shown that all compounds are also good
hydroxyl radical scavengers, able to inliibit the deoxyribose degradation at

lower concentrations (0.1 |j.g mL *).

6. The present study demonstrates that the EBHA, fractions and
subfractions of aerial parts from Cuphea carthagenensis can cause an
endothelium-dependent increase in NO-content in the rat aorta. The strong
relaxant effect demonstrated by BuOH could be due to the presence of
polyphenols, as demonstrated by phytochemichal analysis. These polyphenols
from BuOH fraction can participate in thei;enlianeed'MO biological activity in
two ways. First, vasorelaxant effects may result from the activation of the
cGMP pathway. Second, the antioxidant properties of polyphenols (as
observed in our biochemical assays) are likely to be involved, at mmimum, in

tliis effect.

7. Present evidence indicates that a defective NO/cychc GMP
pathway exists in cardiovascular diseases such as atherosclerosis and
hypertension Such results might account for the beneficial effects of Cuphea
carthagenensis reported in traditional medicine in relation to the prevention of
cardiovascular diseases. Studies are currently underway to isolate and identify

the active compounds in the plant, as well as to detennine its in vivo activity.
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