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RESUMO

A Quassia amara L. (Simaroubaceae) é planta pan-americana conhecida como pau-amargo e
quassia. E utilizada na medicina popular para o tratamento de distrbios gastrintestinais,
hipertensdo, malaria, e também como inseticida e vermifuga. Das folhas e cascas foram
isolados vérios compostos quimicos como alcaloides B-carbonila, 6-cantin, esteroides e
quassinoides (neoquassina e quassina). Neste trabalho, foram estudados a farmacologia geral
e os efeitos no sistema cardiovascular de roedores de extratos padronizados de Quassia amara
coletada em Manicoré, AM. O extrato aquoso (EA) foi obtido por infusdo de folhas secas, e a
fracdo butandlica, por particdo do EA em butanol. A padronizacéo e purificacdo da FBut por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) levou ao isolamento de 6 fracdes (F1 a F6). A
administracdo oral do EA (1,0 g/kg) ndo produziu sinais evidentes de atividade farmacol6gica
em ratos; a FBut produziu sinais de sedacdo, anestesia e cianose ap6s 1 h. Nao houve morte
dos animais apos 24 h do tratamento. No entanto, a administragdo da FBut (1,0 g/kg) por via
intraperitoneal produziu sinais de sedagdo, anestesia e cianose intensos apos 1 h de
tratamento; todos os animais morreram apds 2 h. Na pressédo arterial em ratos anestesiados, a
FBut produziu hipotensdo rapida e passageira, sem alterar o efeito hipertensor da
noradrenalina, ou a hipotenséo produzida pela acetilcolina. A hipotensdo provocada pela FBut
(10,0 mg/kg, e.v.) também ndo foi alterada pelo tratamento prévio do animal com atropina ou
prazosin. As fracdes responsaveis pela acdo hipotensora séo a F1, F3 e F6. As fracGes foram
testadas em preparacdes de aorta de rato com e sem endotélio. As fracbes F1, F3, F4, F5 e F6
relaxaram o tonus muscular da aorta dependente de endotélio, indicando um provavel
mecanismo via cascata do NO. As atividades cronotropica e inotrépica do EA e da FBut
foram avaliadas em preparacdes de atrios direito e esquerdo isolados de rato. O EA (30 a 300
pg/mL) e a FBut (10 a 100 pg/mL) ndo alteraram o cronotropismo, no entanto, aumentaram o
inotropismo de maneira concentracdo-dependente. A FBut potenciou a contracdo do musculo
diafragma de rato sob estimulo direto e indireto. A FBut (1 a 300 pug/mL) inibiu a atividade da
Ca”*-ATPase de misculo esquelético de coelho; essa inibicdo pode estar relacionada a
potenciacdo da contracdo do musculo diafragma. Em ducto deferente de rato, a FBut diminuiu
a contracdo maxima produzida pela noradrenalina sem alterar a afinidade da droga pelos
receptores az-adrenérgicos. As fracdes purificadas responsaveis por este efeito foram as F1,

F3, F4 e F5. A FBut ndo inibiu o influxo de célcio.
PALAVRAS-CHAVE: pau-amargo, sistema cardiovascular, hipotensdo, Ca®*-ATPase



ABSTRACT

Quassia amara L. (Simaroubaceae) is a pan american plant known as pau amargo and quassia. It is
used in the folk medicine to treat gastrointestinal disorders, hypertension, malaria, and as insecticide
and vermifuge. Several compounds were isolated from the plant leaves and barks as B-carbonile
alkaloids, 6-cantin, steroids and quassinoids (neoquassin and quassin). In this work, the effects of the
standardized extracts from Q. amara collected in Manicoré/AM were studied on the cardiovascular
system of rodents. The aqueous extract (AE) was prepared from the dried leaves infusion and the
butanolic fraction (BuF) was obtained from the AE partition in butanol. The BuF standardization and
purification in HPLC isolated 6 fractions (F1 to F6). The AE oral administration (1.0 g/kg) did not
produce evident signals of pharmacological activity in rats; BuF caused sedation, anesthesia and
cyanosis after 1 h. Death was not observed after 24 h of the treatment. However, BuF (1.0 g/kg)
intraperitoneal administration produced intense sedation, anesthesia and cyanosis after 1 h of the
treatment; all animals died after 2 h. In anesthetized rats, BuF produced fast and transient hypotension,
without altering the hypertensive effect of noradrenalin, or the hypotension induced by acetylcholine.
The hypotension caused by BuF (10.0 mg/kg, e.v.) was unchanged by previous treatment with atropine
or prazosin. The fractions responsible for the hypotensive effect were: F1, F3 and F6. All fractions
were tested on intact endothelium- and denuded- aorta rings contracted by noradrenalin. F1, F3, F4, F5
and F6 fractions relaxed the endothelium intact aorta tonus, indicating a mechanism dependent on NO
cascade. The chronotropic and inotropic effects of AE and BuF were also evaluated in isolated right
and left rat atrium. Neither AE (30 to 300 pug/mL) nor BuF (10 to 100 pg/mL) alter the chronotropism,
however, the force of contraction increased in a concentration dependent manner. BuF potentiated the
diaphragm muscle contraction induced by direct and indirect electrical stimulation. BuF (1 to 300
pg/mL) inhibited the activity of the Ca®*-ATPase isolated from rabbit skeletal muscle; this enzyme
inhibition may be related to the potentiation of the diaphragm contraction. In rat vas deferens
preparations, BuF inhibited the maximal contraction induced by noradrenalin without affecting the
drug affinity to the aj-adrenergic receptors. The purified fractions responsible for this effect were F1,
F3, F4 e F5. BUF did not inhibit the calcium influx in cardiomyocytes and cultured rat uterus cells.

Key-words: pau-amargo, cardiovascular system, hypotension, Ca**-ATPase
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1. Introducao




O uso popular de plantas medicinais no combate e cura de doencas € milenar. A
comprovacdo cientifica dos efeitos benéficos das plantas tem despertado interesse dos
pesquisadores, pois um grande nimero permanece desconhecido tanto do ponto de vista
quimico quanto farmacoldgico.

Os produtos naturais exercem importante papel na medicina popular e também na
medicina moderna, sendo fontes de compostos com importantes atividades bioldgicas
(NODARI; GUERRA, 2003). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) preconiza 0 uso de
terapias alternativas, integrando a medicina ocidental a medicina tradicional (PERAZA et al.,
2007).

Em antigos hieroglifos egipcios e manuais chineses de fitoterapia podemos encontrar a
descricdo do uso extensivo de produtos naturais com fins medicinais e, ainda hoje, a natureza
continua a ser uma grande fonte de medicamentos em todo 0 mundo (POLUNIN; ROBBINS,
1992). No Brasil, as plantas eram usadas pelos povos indigenas em rituais de cura e também
os africanos recém chegados faziam sua utilizagdo em rituais religiosos (FERRO, 2006).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos, o que explica o fato de ainda hoje, nas
regibes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, encontrarmos
plantas medicinais sendo comercializadas em feiras livres, mercados populares e em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002).

A imensa variedade de espécies de plantas, animais e microrganismos existentes no
ecossistema brasileiro, sem duavida, apresenta um importante diferencial para o
desenvolvimento de medicamentos (KATO, 2001).

Apesar de possuirmos a maior biodiversidade do mundo, até 2007 foi desenvolvido
apenas um medicamento genuinamente nacional. Isto, talvez seja uma consequéncia da

caracteristica do mercado farmacéutico brasileiro, que €é composto por empresas



multinacionais (70%) que vendem predominantemente (90%) produtos de marca, originados a
partir de pesquisas desenvolvidas em seus paises de origem (MAYER, 2007).

Com isso, a maioria das espécies de plantas ndo é investigada quimica e
biologicamente com detalhes, apesar de todo conhecimento de técnicas analiticas disponiveis
e, por isso, até mesmo plantas medicinais bem conhecidas, necessitam de mais estudos pré-
clinicos e clinicos (PHILLIPSON, 2003).

Os produtos naturais tém contribuido fortemente no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas através de seus metabdlitos secundarios. Esses sdo conhecidos por
atuar de forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou ativar importantes alvos
moleculares e celulares (CALIXTO et al., 2003).

Nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular para validacdo através de pesquisas cientificas que
utilizem modelos adequados de experimentacdo para comprovacao dos efeitos farmacologicos
e, em seguida, proceder ao isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos e
mecanismo de acao para sua utilizacdo como fitoterapico seguro e eficaz, tendo em vista que
0 uso popular de uma determinada planta ndo € suficiente para valida-la como fitoterapico
(CALIXTO, 2000; RODRIGUES et al., 2008).

Os estudos de um novo medicamento, incluindo os fitoterapicos, costumam ser
divididos em etapas sequenciais. A primeira etapa do estudo é a selecdo do material a ser
testado; é essencial garantir a uniformidade quimica e a estabilidade do produto a ser utilizado
durante todo o ensaio. Nesse sentido, os estudos envolvendo as plantas medicinais oferecem
dificuldades ja na fase preliminar. Primeiramente, porque é comum a confusdo boténica entre
espécies afins; em segundo lugar, porque exemplares de uma mesma espécie, colhidos em

épocas diferentes, ou de locais diferentes, ndo tém necessariamente a mesma atividade



bioldgica e; em terceiro lugar, porque é dificil controlar quimicamente um extrato vegetal em
virtude do grande nimero de substancias normalmente presentes (LAPA et al., 2000).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fitoterapico é o
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E
caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constdncia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sdao validadas
através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentagdes tecnocientificas
em publicacbes ou ensaios clinicos fase 3. Os fitoterdpicos, assim como todos o0s
medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados,
composicdo padronizada e seguranca de uso para a populacdéo (TWARDOWSCHY, 2007).
Desta forma, o melhoramento dos métodos de triagem farmacoldgica tem proporcionado a
descoberta de novas drogas (PERAZA et al., 2007).

Segundo WANG et al., (2009), a padronizacdo quimica de extratos vegetais &
realizada através de métodos de particdo em solventes de polaridades diferentes, separagédo e
purificacdo cromatografica em diferentes suportes, identificagdo quimica instrumental com
técnicas variadas de ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas, entre outras.

A padronizacdo de extratos polares por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) € um método rapido e eficaz, pois mantém a mistura de compostos de polaridades
distintas extraidas no cha (infusdo), o que facilita o estudo da atividade farmacoldgica e a
obtencdo dos compostos ativos (TANAE et al., 2007).

Inmeras espécies sdo conhecidas por suas propriedades terapéuticas em muitas
culturas, constituindo um poderoso arsenal de ervas que sdo usadas para diversos fins, a
exemplo do pau-amargo (Quassia amara) que tem mostrado eficacia em diversos tipos de

infeccdes, anemia, malaria e distdrbios gastrintestinais.



No Brasil, esta espécie é encontrada na fronteira do Estado do Maranhéo (Brasil) com
a Guiana. E popularmente conhecida na América Latina como amargo, pau-amargo, quassia
de caiena, quassia amarga, quabo, pau-tenente, simaruba, pau-quassia, murubd, murupa e
quina (TOMA et al., 2002; PARVEEN et al., 2003).

Tradicionalmente, a casca e as folhas de Q. amara sao utilizadas como medicamento,
pois sdo ricos em principios biologicamente ativos (PARVEEN et al., 2003).

Esta planta é fonte de varios compostos que incluem alcaloides p-carbonila, 6-cantin e
esteroides (p-sitosterol, stigmasterol e campesterol), assim como 0s compostos amargos
conhecidos como quassinoides, um grupo de substancias que pertencem a classe dos terpenos.
Atividades farmacologicas estdo associadas aos triterpenos quassinoides, tais como,
antimalarica, antineoplésica, antiviral, antiofidica, antifertilidade, anti-hipertensiva e
propriedades amebicida, inseticida, larvicida e vermifuga (DUKE, 1992; AJAIYEOBA et al.,
1999; TOMA et al., 2002).

A observacao do efeito narcotico (sedacdo, hipnose) da Q. amara pelo uso popular do
extrato ou infusdo e para o tratamento de varias doencas sugere que esta espécie pode conter
algum composto analgésico e/ou antiedematogénico (DUKE, 1992).

A atividade antimalarica dos extratos metandlico e hexanico desta planta foi estudada
em camundongos in vivo, e a atividade antiviral também foi relatada (AJAIYEOBA et al.,

1999; APERS et al., 2002).

A partir da medicina popular indicando o uso da planta como anti-hipertensiva,
decidiu-se avaliar a acdo da fracdo butandlica (FBut) padronizada e das fra¢6es purificadas no
sistema cardiovascular de roedores. Para isso, foram realizados testes in vivo, preparacdes
isoladas in vitro, estudos enziméticos, da farmacodindmica secundaria, dos efeitos sistémicos

e de seu(s) mecanismo(s) de acao.



2. Objetivos




2.1 Objetivo Geral

» Estudar os efeitos dos extratos padronizados e fragcbes purificadas de
Quassia amara L. (pau-amargo) na pressao arterial e na contracdo do musculo

liso e esquelético de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

» Obter o extrato aquoso (EA) a partir das folhas de Quassia amara como
indicado na medicina popular (infuso 2,5%).

» Obter a fracdo butandlica (FBut) semipurificada do EA.

» Purificar a fracdo butandlica em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

» Estudar o espectro farmacologico geral in vivo dos extratos padronizados:

- Realizar triagem farmacologica para detectar possiveis efeitos centrais
dos extratos padronizados.

» Estudar a acdo dos extratos padronizados e das fracGes purificadas da
Quassia amara L. na pressdo arterial de ratos e 0s mecanismos de acéao
envolvidos.

> Determinar 0 mecanismo de acdo dos extratos padronizados na

musculatura lisa e esquelética.



3. Revisao Bibliografica




3.1 Quassia amara L.

3.1.1 Descrigao botanica

A Quassia amara L. (Figura 01), uma representante da familia Simaroubaceae, é
um arbusto de 2-5 m de altura, dotada de copa estreita e rala. Possui folhas compostas
tri ou penta-folioladas, de raque e peciolo alados, de 10-15 cm de comprimento, foliolos
cartaceos, glabros, de cor mais clara na face inferior, de 4-6 cm de comprimento e
inflorescéncias em racemos terminais, com flores vermelhas vistosas (LORENZI;

MATOS, 2008).

Figura 01- Quassia amara L. in situ (Manaus, AM). Foto: Francianny Retroz.

3.1.2 Distribuicdo geogréfica

Simaroubaceae € uma grande familia botanica com distribuicdo pantropical,

incluindo cerca de 20 géneros e 100 espécies. No Brasil, ocorrem seis géneros e cerca



de 30 espécies. O interesse econdmico da familia concentra-se no uso medicinal de
algumas espécies que possuem compostos amargos e no uso da madeira (SOUZA;
LORENZI, 2008).

Quassia amara L. cresce tipicamente em regides tropicais da América (do
México a Amazbnia Brasileira) em altitude abaixo de 500 m. Esta planta cresce
preferencialmente em ambientes Umidos, mas pode ser encontrada em floresta seca

préximo a barrancos (GONCALVES et al., 2005; LOPEZ; PEREZ, 2008).

3.1.3 Sinonimia

A Q. amara, uma Simaroubaceae, geralmente apresenta-se como arvore ou
arbusto, tendo como caracteristica marcante um sabor bastante amargo em seu cortex.
Assim, muitas especies dessa familia (Quassia amara, Picrasma excelsa, Jamaica
quassia) sdo conhecidas ha mais de um século, por conterem substancias amargas,
denominadas de ‘“quassina”, nome emprestado a toda essa classe de compostos
estruturalmente relacionados, denominados quassinoides (ALMEIDA et al., 2007).

Essa espécie é conhecida popularmente na América Central por varios nomes
diferentes, dentre eles pode-se citar: amargo, pau-amarelo, pau-quassia, quassia,
quassia-amarga, quassia-decaiena, quina, quina-quina, quinarana, hombre grande,
hombron, guabito amargo, guabo amargo, quini, (COE; ANDERSON, 2005; LOPEZ
SAEZ; PEREZ SOTO, 2008; MORTON, 1981)

Segundo Grandtner (2005), existem algumas sinonimias desta espécie como,

Quassia alatifolia Stokes, Quassia officinalis Rich.



3.1.4 Etnofarmacologia

A Quassia amara € utilizada na medicina tradicional como antianémica,
antibidtica, antiparasitaria, antimalarica, na hipertensdo, e em doencas hepaticas e
digestivas, especialmente nas Ulceras gastricas (DUKE, 1992; RAJI; BOLARINWA,
1997; GARCIA-BARRANTES; BADILLA, 2011; TOMA et al., 2002). Algumas tribos
na Nicardagua utilizam essa planta no tratamento de mordedura de cobra
(HERNANDEZ-GALICIA et al., 2002; LOPEZ; PEREZ, 2008). E também utilizada
popularmente como antidiabética na Costa Rica e na Guatemala (DEFILIPPS et al.,

2004; VAN ANDEL; WESTERS, 2010)

3.1.5 Composicao quimica

Esta planta contém altos niveis de constituintes fitoquimicos bioativos amargos,
incluindo os quassinoides, descritos na literatura por possuir atividade antimalarica
contra Plasmodium falciparum resistente a cloroquina, antiparasitaria contra pediculose
e propriedades anti-inflamatérias (FERRARI; DIEHL, 2011; RAJI; BOLARINWA,
1997).

Os quassinoides constituem uma classe de substancias encontradas quase que
exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae, sendo este um importante
parametro de classificacdo taxondmica. Quimicamente, sdo considerados triterpenos
com alto padrdo de oxigenacdo, e ampla faixa de atividades biol6gicas descritas

(ALMEIDA et al., 2007).



Varios compostos foram isolados do extrato diclorometanico da folha de
Quassia amara (Figura 02), tais como simalicalactona D (SkD, (1), picrassina B (2),
picrassina H (3), neoquassina (4), quassina (5), picrassina | (6) e picrassina J (7).
Estudos demonstraram que a
atividade bioldégica e a citotoxicidade desta planta podem ser atribuidas a

simalicalactona D ( HOUEL et al., 2009).

(1)

() (4)

OMe OMe

CQuassin Picrasin | Picrasin J

Figura 02 — Quassinoides isolados do extrato da folha de Quassia amara L.



A simalicalactona E (SKE) (Figura 03), um novo quassinoide extraido das folhas
de Quassia amara inibiu o crescimento do Plasmodium falciparum cultivado in vitro
em 50% na concentragcdo de 24 a 68 nM, independentemente da sensibilidade do
parasita a cloroquina.

Esse composto mostrou-se menos toxico que a simalicalactona D (SkD) (CACHET et

al., 2009).

(%]

1 SkE

Figura 03 — Estrutura quimica da simalicalactona E (SKE).

3.1.6 Estudos toxicoldgicos

TOMA et al. (2002) realizaram estudos de toxicidade com os extratos etanolico
70%, etandlico 100%, diclorometanico e hexanico de Quassia amara, administrados por
via oral e intraperitoneal em camundongos, com doses de até 5000 mg/kg e 1000
mg/kg, respectivamente. Nessas condicGes, demonstraram que ndo houve sinais de

toxicidade e/ou morte dos animais, sugerindo a alta segurancga destes extratos.



3.1.7 Estudos farmacolégicos

Bertani et al., (2006) isolaram e caracterizaram a SkD presente no extrato das
folhas frescas de Quassia amara como o composto responsavel pela atividade
antimalérica in vitro (contra o Plasmodium falciparum) e in vivo (em roedores), com
ICso de 10 nM contra cepas FcB1 de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. A
inibicdo de 50% do parasita de roedor (Plasmodium yoelii yoelii) (DEsy) foi de 3.7
mg/kg/dia, por via oral. Estas descobertas reforcam as informagdes do uso popular do
extrato vegetal desta planta como antimalarico.

Extratos padronizados de Quassia amara revelaram um importante efeito
antiulcerogénico em modelos agudos de inducdo de Ulceras. Estes efeitos foram
relacionados a um aumento na barreira gastrica de muco e dos compostos sulfidrilicos
nao-protéicos (GARCIA-BARRANTES; BADILLA, 2011)

Segundo Toma et al. (2002), os extratos etanolico 70%, etandlico 100%,
diclorometanico e hexanico de Quassia amara apresentaram atividade antiulcerogénica
em testes in vivo em camundongos. Os principais compostos relacionados a esta acao
foram os quassinoides, e 0 mecanismo deste efeito esta, provavelmente, relacionado ao
aumento da sintese de fatores citoprotetores, como as prostaglandinas e muco.

Raji & Bolarinwa (1997) mostraram que a administracdo oral de quassina
reduziu os niveis plasmaticos de testosterona em ratos machos, e consequentemente
promoveu uma acdo antifertilidade nos animais. Outro estudo sugere que 0 extrato
cloroférmico da casca de Quassia amara possui acdo seletiva no trato reprodutivo
masculino, revelando ter potencial uso como agente antifertilidade (PARVEEN, et al.,

2003).



Vérios estudos relatam que os quassinoides possuem atividade inseticida agindo
na regulacdo do crescimento do inseto (TADAHIKO et al., 2005). Evans & Kaleysa
(1992), sugeriram que a acdo inseticida dos quassinoides deve-se a inibicdo da enzima
tirosinase, que desempenha um importante papel na esclerotizacdo da cuticula do inseto.
A inibicdo da sintese desta proteina é provavelmente o0 mecanismo de acdo inseticida
descrito (CUENDET et al., 2004; LIAO et al., 1976).

Toma et al. (2003), avaliaram a possivel atividade sedativa e antiedematogénica
dos extratos etandlico 70%, etandlico 100%, diclorometanico e hexanico de Q. amara
administrado por via oral e intraperitonealmente em camundongos. A administragdo
oral destes extratos ndo mostrou efeito significativo em nenhum experimento, mas
quando administrado pela via intraperitoneal, o extrato hexanico diminuiu o edema de
pata e mostrou efeito sedativo. O mecanismo desta acdo nao esta elucidado, mas os
resultados sugerem que esses efeitos podem estar relacionados aos quassinoides
(quassina e neoquassina) que estariam produzindo efeitos sedativo e relaxante muscular
ou psicomimético. Considerando esses resultados, 0s autores sugerem que a Q. amara
poderia ser uma nova droga com potencial para o tratamento da dor.

Verma et al., (2010) relataram que o0 extrato metanolico de Quassia amara
mostrou atividade inibit6ria in vitro nos mediadores pré-inflamatérios NO, COX-2,
TNF-a, IL-1B, NF-xB em macréfagos estimulados por lipopolissacarideo de
Escherichia coli (J774).

Um estudo preliminar realizado por Ferrari & Diehl (2011) demonstrou a
seguranca e a eficacia de gel topico com 4% de extrato hidroglicélico de Quassia amara

para o tratamento de todos os niveis de rosacea. Pacientes afetados por esta doenca



experimentaram redugdo significativa na vermelhiddo, eritema, papulas, pustulas e
telangiectasia, apds seis semanas de tratamento.

Em outro estudo recente, triterpenoides (principal composto ativo do extrato de
Quassia amara) diminuiram a inflamacdo na pele em modelo de psoriase em
camundongos com mutacdo hipomorfica do gene CD18 (WANG et al., 2009).

Em dissertagcdo recente de mestrado do nosso grupo, onde foram estudadas as
atividades farmacologicas geral e especifica do extrato aquoso (EA) e da fracdo
butandlica (FBut) de Quassia amara em roedores, foram observadas atividades: anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antidlcera, antissecretora 4cida, inibi¢éo das atividades da
H*-K*-ATPase e Ca’*-ATPase, e aumento da amplitude de contragdo do diafragma
estimulado eletricamente. No musculo liso vascular, a FBut relaxou a musculatura
proporcionalmente as concentracdes, sendo blogueadas por L-NAME; em veia porta

isolada, a FBut reduziu a contragdo maxima produzida pelo CaCl, (BARROS, 2010).



3.2 Contracdo do musculo estriado

Os fendbmenos de motilidade representam uma propriedade intrinseca
indispensavel a toda forma de vida. Nos vertebrados, correr, saltar, caminhar, nadar e
voar dependem da acdo da musculatura estriada esquelética. Alguns movimentos
involuntarios, como batimentos cardiacos e a constricdo de artérias sdao dependentes,
respectivamente, da atividade da musculatura estriada cardiaca e lisa. O musculo
cardiaco e a musculatura lisa apresentam células dotadas de estruturas diferentes e
caracteristicas funcionais distintas daquelas observadas no musculo esquelético (MOSS;

HOFMANN, 1992; STEVENS; LOWE, 1995).

3.2.1 Contracdo do Musculo Estriado Esquelético

A contracdo do masculo estriado esquelético em condicdes fisioldgicas €
controlada pela atividade do Sistema Nervoso Central através da inervacdo motora
(motoneurdnio), e depende de uma série de integracbes para que seu papel na
motricidade seja exercido de modo coordenado (ESSIN; GOLLASCH, 2009).

Em musculo estriado esquelético, o mecanismo de acoplamento excitacao-
contracdo é definido como o processo pelo qual, eventos elétricos presentes na
superficie celular desencadeiam a liberacdo de ions calcio existentes em estruturas
intracelulares (ASHLEY et al, 1991; RiOS; PIZARRO., 1991).

O desencadeamento e decurso desse mecanismo ocorrem quando o potencial de
acdo gerado no motoneurdnio trafega e alcanca a regido pré-sinaptica, causando uma

alteracdo no potencial de membrana. Esta alteracdo ativa canais de calcio voltagem-



dependentes, e promovem o influxo de Ca®* para o interior do terminal nervoso,
resultando em um aumento da concentracdo destes ions no interior do botdo sinaptico
(LEVITAN; KACZMAREK, 1997).

Este aumento da concentragdo intracelular de célcio serd responsavel pela
exocitose de vesiculas sinapticas contendo o mediador quimico acetilcolina, que seréa
entdo liberado na fenda sindptica. Os ions célcio interagem quimicamente com as
vesiculas sindpticas, e este processo é fundamental para que ocorra a liberacdo da
acetilcolina na fenda sinaptica (ESSIN, K.; GOLLASCH, M., 2009).

A acetilcolina difunde-se na fenda sinaptica até os seus receptores, denominados
receptores nicotinicos, presentes na membrana pés-sinaptica (MATSUKAWA et al.,
2002).

A ligacdo do neurotransmissor ao receptor promove um aumento da condutancia
do canal que permitira o influxo de ions sddio a favor do seu gradiente eletroquimico.
Como esse canal ndo é seletivo ao ion sodio, efluxo de ions potassio tambem ocorrera
através dos mesmos. O influxo de Na" sera maior que o efluxo de K* porque o gradiente
eletroquimico do Na* é maior do que para o K" (DULHUNTY, 2006).

O resultado de tais eventos manifesta-se pela despolarizacdo da membrana pés-
sinaptica e logo em seguida uma repolarizacdo. Isso produz variagbes rapidas do
potencial de membrana - potenciais de acdo, que se propagardo com grande velocidade
para toda fibra muscular, através dos quais, 0s sinais neurais sdo transmitidos
(DULHUNTY, 2006).

O sarcolema das fibras musculares esqueléticas é dotado de invaginagdes que
projetam-se perpendicularmente ao eixo longitudinal da fibra. Tais invaginacdes

constituem o sistema tubular transverso (tabulos T), que é de fundamental importancia



para que a onda de despolarizacdo, que percorre o0 sarcolema, atinja regides mais
internas da célula muscular, ou seja, propague-se para o centro da fibra (MOSS;
HOFMANN, 1992).

Nas membranas dos tabulos T, existem proteinas que sdo sensiveis a variagao de
potencial transmembrana, que promove alteracdes conformacionais em proteinas
especificas denominadas receptores diidropiridinicos (RDHP) ou canais lentos de ions
calcio (canais do tipo L), que atuam como sensores de voltagem (BERRIDGE et al.,
2000).

Os receptores DHP estdo intimamente associados as proteinas presentes na
membrana da cisterna terminal do reticulo sarcoplasmatico (RS). Devido a grande
afinidade do alcaloide rianodina por essas proteinas, essas sdo denominadas receptores
rianodinicos ou receptores de rianodina (RyR). Os RyR funcionam como canais
liberadores de calcio do reticulo sarcoplasmatico (BERRIDGE et al., 2000).

A onda de despolarizacdo, que percorre o sarcolema, alcanca os tubulos T e
causa modificagdes conformacionais dos RDHP, as quais determinam alteracdo na
condutancia dos receptores de rianodina, promovendo assim, a saida de Ca’* dos
estoques situados na cisterna terminal do reticulo sarcoplasméatico (LEONG;
MACLENNAN, 1998; DULHUNTY et al., 2002). Esses receptores sdo 0s responsaveis
pelo primeiro passo no mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo e suas

principais caracteristicas estdo ilustradas na Figura 04.
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Figura 04 — Eventos relacionados ao fenémeno da contracdo muscular. Os nimeros indicam os eventos
relacionados com o processo: 1- excitagdo da membrana plasmatica (sarcolema); 2- despolarizacdo do
sistema tubular transverso; 3- acoplamento entre o sensor de voltagem (receptores diidropiridinicos) e a
liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico por meio dos canais de calcio (receptores rianodinicos); 4-
liberagdo do fon célcio pelo reticulo sarcoplasmatico; 5- recaptacdo dos fons Ca”* através da bomba de
célcio dependente de ATP (Ca”*-ATPase) localizada na membrana do reticulo sarcoplasmético; 6- ligagdo
do Ca®* a troponina e 7- ligagdo da miosina com a actina, hidrélise do ATP, desenvolvimento de forca
pelas pontes cruzadas .

Fonte: FITTS, R.H.; MEZTGER, J. M. Mechanisms of muscular fatigue. In: Principle of exercise
biochemistry. Karger: Basel. v. 27, p. 121-229, 1988.

A alteracdo da conducdo desses canais promove 0 aumento da concentracdo
intracelular do ion calcio, levando a ativacdo das proteinas responsaveis pela contracao
muscular (EBASHI, 1980; KLEIN et al., 1999).

O calcio liberado do reticulo sarcoplasmatico liga-se aos sitios de afinidade
presentes na molécula de troponina C, promovendo uma modificacdo conformacional
de sua estrutura. Com isso, esta ligacdo altera a posicdo do complexo troponina-

tropomiosina sobre a actina, descobrindo seus pontos ativos e permitindo que ocorram



interacOes ciclicas da cadeia pesada da miosina (pontes cruzadas) com os filamentos
finos de actina, resultando em producdo de forca e/ou encurtamento dos sarcOmeros
(BERRIDGE et al., 2000).

O relaxamento muscular ocorre apds a interrupcéo da liberacdo de ions calcio
pela repolarizacdo da membrana do tubulo T (desativacdo do sensor de voltagem) ou
por uma inativacdo do sensor durante as despolarizac6es de longa duracdo (MELTZER
etal., 1995).

Os ions célcio, no masculo esquelético, sdo recaptados para o reticulo
sarcoplasmatico através da atividade de uma enzima Ca’*- ATPase (SERCA -
Sarcoendoplasmic Reticulum Ca**ATPase) dependente de Mg?*, que mantém o estoque
interno de ions calcio as custas da hidrolise de ATP durante o relaxamento muscular
(MAHANEY et al., 2008).

Assim, essa recaptacdo macica de célcio para o reticulo sarcoplasmatico produz
deplecdo quase total dos ions célcio no liquido que banha as miofibrilas, permitindo
assim, a dissociacdo dos ions célcio da troponina C e a consequente desativacdo das
pontes cruzadas (MACLENNAN et al., 1997).

O célcio recaptado pela Ca’*- ATPase é direcionado para a cisterna terminal do
RS onde permanece, em sua maior parte, ligado a calsequestrina, uma glicoprotéina que
liga-se fracamente a esses ions e participa da sua estocagem (FRANZINI-
ARMSTRONG; JORGENSEN, 1994).

No musculo esquelético, a ativacdo do mecanismo excitagdo-contracdo nao
depende diretamente do influxo de ions calcio do meio extracelular, algo que é
observado no musculo cardiaco. Em mdsculo esquelético, a principal fonte desse ion

para a ativacdo das proteinas do sistema contratil seria do reticulo sarcoplasmatico



(ASHLEY et al., 1991). Entretanto, ha diferencas quanto a este mecanismo no muasculo
cardiaco, que tem efeitos importantes sobre as caracteristicas da contracdo muscular

cardiaca.

3.2.2 Contragdo do Musculo Estriado Cardiaco

Na fibra muscular cardiaca, o potencial de acdo é provocado pela abertura de
dois tipos de canais: 0s canais rapidos de sodio e os canais lentos de célcio. Esta
segunda populacdo de canais é a responsavel pela manutencdo do longo periodo de
despolarizacéo, fator determinante do plat6 verificado no potencial de acdo de uma fibra
muscular cardiaca (BERS, 2002).

Outra contribuicdo dos canais lentos de célcio é a provisao de calcio para 0 meio
intracelular, o que interfere diretamente no processo contratil da fibra muscular
cardiaca, quando comparada a contracao da fibra esquelética (BERS, 2002).

A segunda diferenca funcional entre as fibras musculares cardiacas e as fibras
musculares esqueléticas, que ajuda a explicar o potencial de acao prolongado e seu platé
é que, imediatamente apos o inicio do potencial de acdo, ocorre uma diminuicdo da
permeabilidade da membrana aos ions potassio em cerca de cinco vezes, efeito que nao
se observa nas fibras musculares esqueléticas. Esta permeabilidade reduzida faz com
que o efluxo de fons K™ durante o platé do potencial de agdo diminua acentuadamente,
impedindo o retorno precoce da voltagem do potencial de acdo para o seu valor de
repouso (GUYTON; HALL, 2002).

Durante o potencial de acdo cardiaco, o Ca®* que entra na célula através dos

canais de calcio do tipo L (receptores diidropiridinicos - RDHP), localizados na



membrana do tdbulo T, desencadeia a liberacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmético

(RS) pelos receptores de rianodina (BERRIDGE, 2004) (Figura 05).
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Figure 05 - Transporte do Ca** em mi6citos ventriculares. A figura mostra a evolucdo temporal de um
potsncial de agdo, a mobilizagio do Ca®* e a medida da contragio em midcitos ventriculares de coelho &
iznti; BERS, D. M. Cardiac excitation—contraction coupling. Nature, vol. 415, p. 198-205, 2002.

A combinacdo do influxo de Ca’* e do Ca®* que é liberado do reticulo
sarcoplasmético aumenta a concentracéo intracelular de Ca* livre, permitindo aos fons
Ca”* ligar-se & troponina C dos miofilamentos, que em seguida, produz a contracdo
muscular. Para que ocorra o relaxamento da fibra muscular, a concentracdo de calcio
intracelular deve diminuir, permitindo a dissociacdo do Ca?* ligado & troponina
(BERRIDGE, 2004).

Ao final do platd do potencial de acdo, o influxo de ions célcio para o interior

das fibras musculares é interrompido subitamente e os ions céalcio presentes no



sarcoplasma sdo rapidamente transportados para fora do citosol por quatro vias: Ca**-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico, trocador Na*/Ca**, Ca?*-ATPase do sarcolema ou
sistema uniporte mitocondrial de Ca**. Como consequéncia, a contracio cessa até que
ocorra um novo potencial de acdo (INESI et al., 2005).

Este mecanismo de acoplamento excitagdo-contracdo é 0 mesmo para 0 musculo
esquelético, mas ha um segundo efeito que é bem diferente. Além dos ions célcio
liberados no sarcoplasma pelas cisternas do reticulo sarcoplasmatico, grande quantidade
de ions calcio extracelular também se difunde dos tdbulos T para o sarcoplasma,
portanto, 0 mecanismo mais aceito é o Ca®* induzindo a liberacdo de Ca®* (Ca’* -
induced Ca®*-release - CICR). Entdo, sem esse influxo de calcio através dos tdbulos T,
a forca de contracdo do musculo cardiaco seria consideravelmente reduzida, pois o
reticulo sarcoplasmatico do musculo cardiaco ndo é tdo desenvolvido quanto o dos
musculos esqueléticos e ndo armazena calcio suficiente para proporcionar contracao
completa (XU et al., 1993).

Por conseguinte, tanto a quantidade de ions calcio no sistema de tubulos T, como
a disponibilidade de ions calcio para provocar a contracdo do musculo cardiaco,
dependem diretamente da concentracdo de ions calcio no liquido extracelular (BERS,

2002).



3.3 Contracao do musculo liso

O musculo liso contém tanto filamentos de actina como de miosina, ambos com
caracteristicas quimicas semelhantes as dos filamentos de actina e de miosina do
musculo esquelético. Todavia, ndo contém troponina, de modo que 0 mecanismo para o
controle da contracdo € inteiramente diferente. Além disso, existem diferengas
importantes entre a organizacéo fisica do musculo liso e a do musculo esquelético, bem
como diferencas no acoplamento excitagcdo-contragdo, no controle do processo da
contracdo pelos ions calcio, na duragdo da contracdo e na quantidade de energia
necessaria para o processo contratil (PROVEN et al., 2006).

Como o musculo liso ndo contém troponina, a proteina reguladora que é ativada
pelos ions calcio para promover a contracdo do musculo esquelético é a calmodulina.
Embora essa proteina seja semelhante a troponina, por reagir com quatro ions calcio,
difere no modo como desencadeia a contracdo. A calmodulina faz isso por ativar as
pontes cruzadas de miosina (BILLINGTON; PENN, 2003).

A contracdo inicia-se atraves da ligacdo de agonistas a receptores especificos
associados a proteina G, que determina a ativacdo da fosfolipase C, gerando os
segundos mensageiros trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se a
seus receptores especificos no reticulo sarco/endoplasmatico levando a liberacdo de
calcio, enquanto o DAG ativa a proteina quinase C (PKC), que geralmente induz efeitos
promotores da contracdo muscular como, por exemplo, a fosforilacdo de canais de
calcio do tipo L e influxo desses ions (BERRIDGE; IRVINE, 1984; DEL VALLE-

RODRIGUEZ, 2006).



Os ions célcio ligam-se a calmodulina formando o complexo calcio-
calmodulina, que ativa a quinase da miosina de cadeia leve (MLCK- myosin light-chain
kinase), uma enzima fosforiladora. Uma das cadeias leves de cada cabega de miosina,
chamada de cadeia leve regulatéria de miosina (RCL), fica fosforilada em resposta a

MLCK, o que resulta em contracdo muscular (WRAY; BURDYGA, 2010) (Figura 06).
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Figure 06 — Contracdo do musculo liso. Os ions calcio ligam-se a calmodulina formando o complexo
célcio-calmodulina que ativa a MLCK levando a contra¢do muscular.
Fonte: WRAY, S. Insights into the uterus. Exp Physiol, v. 92, n. 4, p. 621-631, 2007.

Quando ha a diminuicao da concentracdo de célcio intracelular, ocorre a menor
fosforilacdo da RLC, que associada a desfosforilacdo da RLC determinada pela miosina
fosfatase (MP - myosin phosphatase, também conhecida como MLCP - myosin light-
chain phosphatase), fazem com que a miosina adquira a conformacdo inicial,
impossibilitando a interacdo com a actina e determinando o relaxamento muscular

(FISHER, 2010).


http://ep.physoc.org/content/92/4/621/F1.large.jpg

Para manter baixa a concentragdo de célcio intracelular, a célula estoca a maior
parte do célcio dentro do reticulo endo/sarcoplasmatico através da SERCA (ATPase do
reticulo endo/sarcoplasmatico) e transporta o restante para 0 meio extracelular através
da acdo da ATPase da membrana plasmatica (PAMCA) mantendo a homeostasia do

célcio intracelular (FLOYD; WRAY, 2007).

3.3.1 Endotélio vascular

As células do endotélio vascular atuam ndo apenas como barreira passiva entre o
plasma e o liquido extracelular, mas também é fonte de numerosos mediadores
quimicos potentes que controlam o ténus vascular. Estas substancias controlam
ativamente a contracdo e/ou relaxamento do musculo liso subjacente (VANHOUTTE;
TANG, 2008).

Os fatores de contracdo e relaxamento liberados pelas células endoteliais
incluem o Oxido nitrico (NO), metabolitos do acido aracddnico (derivados das
cicloxigenases, lipoxigenases e monoxigenases), espécies reativas de oxigénio e
peptideos vasoativos (FELETOU et al., 2010).

O NO ou fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF - endothelium-
derived relaxing factor) é sintetizado a partir da L-arginina pela NO sintase (NOS), que
é ativada pelo Ca?* na presenca de calmodulina e outros cofatores. O Ca®* que entra na
célula pela chegada de um potencial de agdo ou pela abertura de canais de Ca®* devido &
estimulacdo de receptores muscarinicos € o responsavel pela ativacdo da NOS e sintese

do NO (BREDT; SNYDER, 1990).



O NO sintetizado no endotélio difunde-se livremente através das membranas
celulares do masculo liso ativando a guanilato ciclase soltvel, resultando na formagédo
de GMP ciclico (GMPc), que atua como segundo mensageiro (VANHOUTTE, 2009).

O consequente aumento de GMPc afeta proteinas quinases que levam ao
relaxamento da musculatura lisa vascular devido a reducdo da concentragéo intracelular

de Ca®* livre ou diminuicdo da sensibilidade ao Ca** (TODA; OKAMURA, 2003)

(Figura Q7).
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Figure 07 — Representacdo esquematica da regulagdo da guanilato ciclase (GMPc) pelo 6xido nitrico
(NO) sintetizado no endotélio. O NO formado difunde-se para a célula do musculo liso, ativa a guanilato
ciclase soltvel que transforma GMP em GMPc levando ao relaxamento muscular.

Fonte: TODA, N.; OKAMURA, T. The Pharmacology of Nitric Oxide in the Peripheral Nervous System
of Blood Vessels. Pharm Rev., vol. 55, n. 2, p. 271-324, 2003.




3.4 Pressao Arterial

A pressao arterial € o produto do débito cardiaco pela resisténcia periférica ao
fluxo sanguineo (PA= DC x RP). O controle da PA depende de uma série de fatores
fisico-quimicos, bioguimicos e fisiofarmacolégicos. Em condi¢fes normais, sem perda
de sangue e manutencdo do volume sistélico, o débito cardiaco esté relacionado a forga
de contragdo ventricular e a frequéncia cardiaca (DC=f x FC), enquanto a resisténcia
periférica depende do tonus do musculo liso vascular (TORGNARINI; MOUDS, 1997).

A variagdo que ocorre no tonus vascular depende de fatores funcionais. Dentre
esses fatores, destacam-se: 1) a atividade simpatica gerada centralmente e modulada por
aferéncias de diferentes reflexos; 2) substéncias vasopressoras ou vasodepressoras
circulantes ou produzidas pelas células da musculatura lisa ou endotelial (IRIGOYEN et
al., 2005). Esse conjunto de fatores contribui para a manutencdo da pressdo arterial
mantendo o equilibrio hemodinamico.

Alteracdes nos mecanismos de regulacdo desses sistemas fisiolégicos podem
levar a desajustes que determinam o desenvolvimento de patologias como a elevagéo da
pressdo arterial. O aumento persistente da resisténcia periférica vascular € uma condicéao

patologica comum na hipertensdo primaria (RAMCHANDRA et al., 2005).

Baseado no exposto acima, os efeitos que as alteracdes fisiologicas podem
causar sobre a pressdo arterial, constituem um caso interessante para estudos de

substancias que apresentam acdo sobre o sistema cardiovascular.



Diante dos resultados obtidos anteriormente pelo grupo, este trabalho teve como
objetivo dar continuidade aos estudos da atividade da fracdo butandlica de Quassia

amara L. no sistema cardiovascular de roedores.



4. Material




4.1 Material botanico

As folhas de Quassia amara L. foram coletadas no municipio de Manicoré,
Amazonas, Brasil, (Coordenadas: W: 61°17°44.49”; S: 5°48°06.80”") pelos alunos de mestrado
Januério Macedo Viana Janior e Rodrigo Oliveira da Silva, com orienta¢do do Prof. Dr. Ari

de Freitas Hidalgo (Figura 08).
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Figura 08 — Area de coleta (folhas) da planta Quassia amara L. no municipio de Manicoré/AM, nas coordenadas
Longitude: 61°17°44.49” e Latitude: 5°48°06.80” (marcador amarelo). Fonte: http://maps.google.com.br>.
(Acesso em 22/08/2011).

Para a confeccdo da exsicata, foram coletadas plantas que continham estruturas
reprodutivas (flores e frutos), para facilitar a identificacdo. As amostras férteis foram
prensadas entre folhas de jornal alternadas com placas de papeldo em grades de madeira e
secas em estufa a 40°C. Apos a desidratacdo, as prensas foram retiradas e o material vegetal
seco foi amarrado apenas no jornal e guardado com naftalina, em ambiente com temperatura e

umidade baixas.



O material vegetal foi identificado e classificado pela Profe. M2 Rosalba Bilby -
Curadora do Herbério da Universidade Federal do Amazonas (HUAM). A exsicata foi

incorporada ao acervo do referido herbério, sob registro n° 8708.

4.2 Material bioldgico

Nos testes farmacologicos foram utilizados ratos Wistar adultos (Rattus norvegicus
albinus) pesando 250 — 400 g, camundongos Swiss albinos (Mus musculus) adultos, entre 30
— 40 g, machos ou fémeas oriundos do Biotério do Centro de Biotecnologia da Amazonia —
CBA e coelhos New Zealand White (Oryctolagus cuniculus) adultos pesando entre 1,5 — 2 kg
do biotério da UNIFESP.

Todos o0s protocolos experimentais foram realizados segundo o0s Principios
Internacionais para a Pesquisa e 0 Manuseio de Animais. O projeto foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa Animal da UNIFESP (CEP/EPM 0760/07).

4.3 Material quimico

Todo o material quimico utilizado no trabalho foi adquirido de revendedores

credenciados.

4.3.1 Solventes, Reagentes e Sais

Acetonitrila grau CLAE (Merck-Brasil), acido ascorbico P.A (Vetec-Brasil), acido

fosférico 85 % P.A (C.P.Q), acido sulfurico P.A (Nuclear-Brasil), bicarbonato de sodio P.A.



(C.P.Q), butanol P.A.(Synth), cloreto de sédio P.A. (Merck-Brasil), cloreto de potéssio P.A.
(Vetec-Brasil), cloreto de magnésio P.A. (Merck-Brasil), cloreto de célcio P.A. (Merck-
Brasil), EDTA (Sigma), EGTA (Sigma), éter etilico P.A. (Nuclear-Brasil), fosfato
monossodico P.A. (Merck-Brasil), glicose P.A. (C.P.Q), hidréxido de sodio P.A. (Reagen-

Brasil), molibdato de aménio (Reagen-Brasil), tris-maleato (Sigma).

4.3.2 Drogas

e Acetilcolina (Sigma-USA), albumina de soro bovino, atropina (Sigma-USA), calcimicina
(Sigma), colagenase, d-tubocurarina (Sigma), estreptomicina, Flipr® Calcium-4-assay kit
(Molecular Devices), liquido de Tirk, L-NAME (Sigma), loading buffer (Fura-4),
noradrenalina (Sigma), penicilina, pentobarbital (Sigma), prazosin (Sigma), probenecida,

soro de cavalo e soro fetal bovino (Gibco), tapsigargina (Sigma), tripsina, verapamil.

4.3.3 Solucdes e Reagentes

As solucdes nutritivas e reagentes foram preparados imediatamente antes do uso

controlando-se o pH.

4.3.3.1  Solugdes utilizadas nos estudos

e Liquido Nutritivo Tyrode: NaCl 1350 mM; KCI 5,0 mM; MgCl,.6H,O 1,0 mM;
NaHCO; 15,0 mM; NaH,PO,4.H,0 1,0 mM; CaCl,.2H,0 2,0 mM; glicose 11,0 mM.
e Liquido Nutritivo para vesicula (LNV): NaCl 138 mM; KCI 5,7 mM; NaHCOj3 15 mM;

NaH,PO, 0,4 mM,; glicose 5,5 mM; CaCl, 1,8 mM.



Solugdo Nutritiva de Krebs: NaCl 119 mM; KCI 4,6 mM; MgCl, 1,2 mM; NaHCO; 15
mM ; NaH,PO,4 1,2 mM ; CaCl; 1,5 mM ; glicose 11,0 mM.

Liquido para pletismémetro: NaCl 0,1% + Extran 10%

Salina (NaCl 0,9% )

Tampéo PBS-hep: pH 7,4 contendo heparina 5 UI/mL

- Solugdo A: NaH,PO, . H,0 0,2 M

- Solugdo B: NaH,PO, . 7TH,0 0,2 M

- 19 mL da solucéo A + 81 mL da solucéo B

4.3.3.2  Solugdes utilizadas no isolamento e na determinagdo da atividade

da Ca®*-ATPase

Solucéo I: MOPS 10 mM, sacarose 10%, EDTA 0,1 mM, pH 7,0

Solugéo 11: MOPS 10 mM, KCI 0,6 M, pH 7,0

Solucéo I11: MOPS 10 mM, sacarose 30%, pH 7,0

Tampao para medidas da atividade da Ca*-ATPase: Tris-maleato 50 mM, pH 7.4;
MgCl, 8 mM; KC1 120 mM; EGTA 1 mM; ionoforo calcimicina (A23187) 10 uM
(solucdo estoque 0,2 mM em dimetilsulfoxido); CaCl, 1,008 mM (Ca** livre = 17,5 uM).
A mesma solucdo tampdo é utilizada para determinar a atividade da Mg?*-ATPase,
excluindo-se o CaCl,.

Solucédo acida de molibdato de amdnio: 4,58 g de molibdato de amdnio + 23,8 mL de
H,SO,) em 1 L de agua destilada. O reagente de molibdato de amdnio é preparado com 15

mL da solucédo acida e 0,36 g de acido ascorbico (Hossein et al, 1993).



4.3.3.3 Solucdes utilizadas na avaliacdo de calcio intracelular ([Ca*]) em

cardiomiocitos de ratos e Utero de rata em cultura

D-MEM - Meio de Eagle modificado por Dulbecco (mg/L): Gibco Life Technologies:
CaCl, 200; Fe(NOs); 0,1; KCI 400; MgSO, 7H,O 200; NaCl 6400; NaH,PO, 125;
NaHCO3; 3700; L-arginina HCI 84; L-cistina 62570; L-glutamina 548; glicina 30; L-
histamina HCI H,O 42; L-isoleucina 105; L-LEUCINA 105; L-lisina HCI 146; L-
metionina 30; L-fenilefrina 66; L-serina 42; L-treonina 95; L-triptofano 16; L-tirosina
104,2; L-valina 94; pantotenato de calcio 4; acido folico 4; inositol 7200; nicotimamida 4;
piridoxal HCI 4; riboflavina 0,4; tiamina HCI 4; glicose 1000; piruvato de sodio 110;
vermelho de fenol 15. Foram adicionados gentemicina 40; cloreto de colina 4; D-glucose
3500.

Solucéo salina tamponada de Hank (HBSS) (mM): KCI 5,4; KH,PO, 0,4; NaCl 136,9;

Na;HPO, 0.34; D-glucose (1 mg/mL), NaHCO3 4,2 mM.



5. Métodos




I. Analise Fitoguimica

5.1 Obtengdo dos extratos de Q. amara: extrato aquoso (EA) e fragéo

butanodlica (FBut)

Folhas de Quassia amara (200 g) foram secas a sombra, em temperatura ambiente e
moidas em moinho de facas tipo Croton (Modelo MA 580 - Marconi), no Laboratério de
Farmacotécnica do Curso de Farméacia da Universidade Federal do Amazonas. O p6 das
folhas foi armazenado em sacos plasticos, ao abrigo da luz e umidade.

O extrato aquoso (EA) foi obtido por infusédo do p6 a 2,5 % com agua destilada a 70
°C durante 30 minutos, com agitacdo a cada 10 minutos. Apds filtragem, concentracdo e
liofilizagdo, o EA (25 g) foi dissolvido em 700 mL de agua destilada e extraido em funil de
separacdo com porcdes de 300 mL de butanol, por 3 vezes, dando origem a fracdo butandlica

(FBut) e fracdo aquosa (FAQ), que foram concentradas e liofilizadas.

5.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)

A padronizacdo e purificacdo dos extratos e fracdes de Q. amara L. em CLAE foi
realizada pela Dra. Mirtes Midori Tanae.

O EA, a FBut e as fracbes (F1 a F6) de Q. amara foram padronizados em um sistema
de cromatografia liquida analitica (Shimadzu — Japdo) composto por duas bombas injetoras
LC-20AT, modulo de comunicacdo CBM-20A e detector UV-VIS SPD-10A, operando a 210
nm. O sistema estava acoplado a um computador, sendo operado por software Shimadzu LC

solution, versdo 1.21, SP1.



A fase movel consistiu de gradiente linear de dgua/acetonitrila de 5 a 45% em 30 min,
em coluna analitica C18 (250 x 0,46 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 um e
fluxo constante de 1,0 mL/min. A amostra foi dissolvida em agua/acetonitrila 5%, filtrada em

filtro de 0,22 um (Millipore — USA) e injetada no cromatografo em aliquotas de 20 pL.

5.1.2 Purificacdo da FBut de Quassia amara L. por cromatografia liquida de
alta eficiéncia preparativa (CLAE-Prep)

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

A fase movel consistiu em gradiente linear de agua/acetonitrila de 5 a 45% em 30 min,
em coluna Shimpack Prep-ODS (25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 um,
em fluxo constante de 10 mL/min.

A FBut foi dissolvida em agua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization System)
e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL, coletando-se 6 fracGes, cada uma delas

compostas por um “pool” de picos com tempos de retencao que variaram de 4,6 a 36,6 min.



Analise Farmacoldgica

5.2 Métodos para Deteccdo de Acdo no Sistema Nervoso Central

Os experimentos foram realizados sempre no mesmo periodo do dia para evitar
influéncias do ciclo circadiano/ultradiano. Os animais foram ambientados as condicfes
experimentais antes dos experimentos.

Os testes foram realizados segundo descrigdo do livro “Métodos de avaliacdo da
atividade farmacologica de plantas medicinais” (LAPA et al., 2003), com adaptacGes quando

necessarias.

5.2.1 Triagem farmacologica geral (IRWIN, 1964)

Os comportamentos e suas intensidades foram registrados de acordo com a
metodologia proposta por Irwin. Camundongos, machos ou fémeas, foram divididos em
grupos: controle (agua, 10,0 mL/kg), experimental EA ou experimental FBut tratados com
dose de 1,0 g/kg (n=3/grupo), por via oral (gavagem, por canula intragastrica) ou por via
intraperitoneal. Em seguida, os animais foram colocados em caixas-moradia e feita a analise
comportamental aos 30 min, 1, 2, 3 e 24 horas ap0s 0s tratamentos.

O teste de observacdo geral ou teste hipocratico consiste no preenchimento de uma
tabela de acordo com a resposta comportamental aos estimulos provocados ao animal sendo
observados: contorcBes abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral, locomocdo, tonus
muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivacdo, cromodacriorreia, secrecdo

brénquica, convulsbes e mortes.



5.3 Avaliacéo do Efeito na Atividade Cardiovascular

5.3.1 Avaliacdo da acdo da fracdo butandlica (FBut) e fracbes (F1-F6) de Q.

amara na pressao arterial de ratos anestesiados

Ratas normotensas adultas foram anestesiadas com pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Em
seguida, foram fixadas em decubito dorsal em placa de cortica, canulando-se a veia iliaca para
a administracdo das drogas e da FBut. A artéria carétida foi utilizada para registrar a pressdo
arterial. As variacOes pressoricas foram registradas por um transdutor de pressdo conectado ao
aparelho PowerLab (ADintruments) que transmite os dados registrados para um computador
utilizando software Chart 7 Pro.

A FBut dissolvida em salina 0,9 % foi injetada e.v. na doses de 1, 3 e 10 mg/kg (n=4).
Como a FBut produziu respostas hipotensoras, alguns animais foram injetados com atropina
(1,0 mg/kg, e.v.) ou prazosin (1,0 mg/kg, e.v.), 3 min antes de uma nova dose da FBut.

Em todos os animais, a atividade vascular foi testada com acetilcolina (0,1 pg/kg, e.v.)
e noradrenalina (0,3 pg/kg, e.v.), injetadas antes e apos a FBut.

Para verificar quais fragcdes purificadas de Q. amara (F1, F2, F3, F4, F5 e F6) eram
responsaveis pelo efeito hipotensor da FBut foram dissolvidas em salina 0,9 % e injetadas

endovenosamente nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg (n=3).



5.3.2 Avaliacdo da acdo do extrato aquoso (EA) e da fracdo butanodlica (FBut)
de Q. amara na frequéncia de contracdo do &trio direito e na forca de

contracdo do atrio esquerdo de rato

Ratos foram anestesiados com éter etilico, mortos por deslocamento cervical e 0
coracdo retirado rapidamente através de toracostomia. Apds remocao do pericardio, 0s atrios
foram isolados. O atrio direito apresentou batimentos espontaneos e foi utilizado para
verificar in vitro a acdo sobre a frequéncia do marcapasso. A preparacdo nao serviu, no
entanto, para evidenciar acdo inotrépica porque a forca de contracdo é dependente e
inversamente proporcional a frequéncia cardiaca. Esta preparacdo foi montada em cuba com
Tyrode a 35 C aerado com carbogénio, sob tensdo inicial de 1 g.

O atrio esquerdo, ao contrario, ndo mostrou atividade propria. Esta preparacéo foi
montada em cuba com Tyrode a 35 'C aerado com carbogénio, e ligada a um transdutor de
forca, sob tensdo inicial de 1 g. A contracdo muscular foi estimulada com pulsos transmurais
supramaximos com duracgdo de 2 ms e frequéncia de 1 Hz.

Apos 30 minutos de estabilizacdo, a tensdo de estiramento para contracdo maxima foi
ajustada. Nessas condicdes, o EA (10, 30, 100 e 300 pug/mL, n=4) ou a FBut (10, 30 e 100
ug/mL, n=4), foram incubados em concentra¢fes cumulativas crescentes no atrio direito. No
atrio esquerdo somente uma concentragdo foi testada por preparacao, registrando-se os efeitos

por 30 minutos apds a incubagdo do extrato.



5.3.3 Avaliacdo da acao das fragdes (F1-F6) de Q. amara em anéis de aorta
torécica de rato, com ou sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina

(107 M).

Para avaliar a acdo das fragdes (F1-F6) na musculatura lisa vascular, ratos foram
anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical. Ap6s exsanguinamento, a
aorta toracica foi removida e transferida para uma placa de Petri contendo solucdo nutritiva de
Krebs-bicarbonato para disseccéo.

Anéis de aorta tordcica de aproximadamente 2 mm de comprimento foram
posicionados sob tensdo de 2 g em cuba para 6rgdo isolado com capacidade para 2 mL,
contendo solucdo nutritiva de Krebs a 35 °C aerada com carbogénio (O, 95 % CO, 5 %), pH
7,4. A destruicdo do endotélio vascular, quando necessaria, foi realizada mecanicamente pela
introducdo e giro de uma haste metélica intraluminalmente na aorta. Apés 30 minutos de
estabilizacdo, a presenca de endotélio foi testada observando-se o relaxamento induzido pela
incubacdo de acetilcolina (10° M) em anéis previamente contraidos por noradrenalina (107
M). O efeito de concentracdes cumulativas das fragdes (3, 10, 30 e 100 pug/mL) foi testado em
preparacdes com e sem endotélio, previamente contraidas por noradrenalina (107 M).

Os efeitos foram medidos em g de tensdo e expressos em percentagem da contracéo

méxima produzida por noradrenalina 107 M.



5.4 Avaliacdo da acdo no musculo esquelético e na juncdo neuromuscular

5.4.1 Musculo diafragma de rato sob estimulo elétrico direto

Ratos foram anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical. Apds
incisdo no gradeado costal o musculo diafragma foi removido e transferido para placa de Petri
para a disseccao fina e colocacdo das amarras. O diafragma foi posicionado verticalmente em
uma cuba de vidro com capacidade para 5 mL, contendo liquido nutritivo Tyrode a 30°C
carbogenado (95% O, e 5% CO,) sob tensdo de 1 g e pH 7,4. As contragOes isométricas
foram obtidas por estimulo direto (2 ms; 0,1 Hz e voltagem supramaxima) atraves de
eletrodos bipolares imersos na cuba. O registro das contracdes foi realizado com um
transdutor de forca PowerLab (ADIntruments) conectado a um computador e operado por
software Chart Pro 7. Os efeitos produzidos pela FBut (10, 30 e 100 pg/mL, n=4) foram
observados durante 30 min de incubacdo em concentragdes individuais, apos a adicdo de d-

tubocurarina (10 M).

5.4.2 Musculo diafragma de rato estimulado indiretamente - Preparacéo

musculo/nervo frénico

Ratos foram anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical. Apos
incisdo no gradeado costal, o conjunto musculo diafragma/nervo frénico foi removido e
transferido para o liquido nutritivo de Tyrode carbogenado (O, 95% e CO, 5%) a 30°C. O
nervo foi colocado entre eletrodos bipolares imersos na cuba e ligados a um estimulador (0,5
ms; 0,1 Hz e voltagem supramaxima). O érgdo foi amarrado pela por¢do tendinosa a um

transdutor Power Lab (ADInstruments) conectado a um computador e operado por software



Chart Pro 7. Os efeitos produzidos pela FBut (10, 30 e 100 pg/mL, n=4) foram observados

durante 30 min. Somente uma concentraco foi testada por preparagéo.

5.5 Avaliacdo da fracdo butandlica (FBut) da Q. amara na atividade da

Ca®*- ATPase

5.5.1 Isolamento da Ca?*- ATPase

A Ca?*- ATPase do reticulo sarcoplasmatico de misculo esquelético (SERCA 1) foi
extraida dos musculos da coxa de coelho (1,5-2 kg) pelo método descrito por Kosk-Kosicka
(1999). Todas as etapas foram realizadas a 4 °C e o material utilizado foi mantido em baixa
temperatura. O animal foi submetido a eutanasia com altas doses de pentobarbital sédico (>
100 mg/kg) de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa Institucional. Os
musculos das duas coxas foram removidos, transferidos para bequer contendo EDTA 0,1 mM
(500 mL), dissecados e lavados uma vez com agua destilada gelada. Os musculos foram
cortados e homogeneizados em tampdo MOPS (170 g : 510 mL da solucgéo 1), pH 7,0 por 5
min e o homogenato foi centrifugado a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em
gaze e o filtrado foi centrifugado a 40.000 x g por 90 minutos. O precipitado resultante foi
suspenso em solucdo 11, homogeneizado em homogeneizador de vidro e mantido em camara
fria por 40 minutos. A suspensao foi posteriormente centrifugada a 15.000 x g por 20 minutos
e 0 sobrenadante resultante foi centrifugado a 40.000 x g por 90 minutos. O pellet final foi
ressuspenso e homogeneizado em homogeneizador de vidro e o material foi conservado em

freezer -80 'C até a realizacio dos ensaios de atividade enzimatica.



5.5.2 Determinacdo do teor de proteina

A concentracdo de proteinas das amostras membranares foi determinada pelo método
de Bradford (1976). O método baseia-se na mudanca de coloragdo vermelha do corante acido
Coomassie Brilliant Blue G-250, presente no reagente de Bradford, para coloracdo azul ap6s
sua ligacdo a proteina das amostras. O complexo proteina—corante tem alto coeficiente de
extin¢do, o que permite uma medida precisa da quantidade de proteina das amostras. O ensaio
foi feito em triplicata, incubando-se as amostras com reagente de Bradford. A leitura foi
realizada em espectrofotometro UV-1650 PC (Shimadzu) a 595 nm. A concentracdo de
proteina foi determinada por interpolacdo da curva padrdo obtida com albumina de soro

bovino (1 a 8 pg/mL).

5.5.3 Medida da atividade da Ca*>-ATPase

A medida da atividade da Ca*>-ATPase foirealizada de acordo com o método de Fiske
e Subbarow (1966) adaptado para leitor de microplaca, utilizando microplacas transparentes
de fundo chato de 96 pocos. A velocidade de hidrélise enziméatica do ATP foi determinada
colorimetricamente por quantificacdo do fosfato inorganico (Pi) resultante da hidrélise do
ATP em funcdo do tempo (MURAKAMI et al.,1992). As amostras membranares contendo
0,6 pg de proteina preparadas em tampao Tris-maleato 50 mM foram incubadas na auséncia e
na presenga de FBut (1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL) em volume final de 75 puL por pogo. A reacdo
foi iniciada com a adicdo de 7,5 uL de ATP 30 mM durante 10 minutos a 37 C e
interrompida com 25 pL de TCA 50% sob banho de gelo. Adicionou-se 200 uL de solucéo
acida de molibdato (15 mL para 0,36 g de &cido ascorbico, segundo HOSSEIN et al. (1993),

incubou-se a 37 °C por 10 minutos. Amostras contendo tapsigargina (0,01 a 1 pM) foram



utilizadas como controle positivo. As leituras das absorbancias foram realizadas a 820 nm em
leitor de placa Spectramax M2 (Molecular Devices) e a atividade enzimética foi expressa em

pmol Pi/mg proteina/min.

5.6 Avaliacéo da a¢do no musculo liso

5.6.1 Avaliacdo da atividade da FBut de Q. amara em ducto deferente de rato

estimulado eletricamente

Ratos adultos foram anestesiados com éter etilico, mortos por deslocamento cervical e
0s ductos deferentes foram removidos para um recipiente contendo liquido nutritivo de
vesicula (LNV).

O mausculo foi preso a uma haste e posicionado em uma cuba de vidro de 5 mL
contendo LNV a 30 °C aerado com uma mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,). As
contracdes foram obtidas por estimulacdo elétrica de um eletrodo bipolar de platina com
pulsos de 2 ms de duracdo, frequéncia de 0,2 Hz e voltagem supramaxima. Apoés
estabilizacdo, doses da FBut (10, 30 e 100 pg/mL, n=4) ou fracdes (3 e 10 pug/mL, n=4)

foram incubadas por 30 minutos. Apenas uma concentracao foi testada por preparacao.

5.6.2 Avaliacdo da atividade da FBut de Q. amara em curvas cumulativas de

noradrenalina em ducto deferente de rato

Ratos machos foram anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical.
Os ductos deferentes foram removidos e transferidos para recipiente contendo liquido

nutritivo de vesicula (LNV) para colocacdo das amarras.



O musculo foi posicionado em uma cuba contendo LNV borbulhado com mistura
carbogénica (95 % O, e 5 % CO,) a 30 °C, pH 7,4. Para o registro das contragdes, as amarras
foram fixadas a uma haste de vidro e a um transdutor de forca PowerLab (ADintruments)
conectado a um computador e operado por software Chart Pro 7.

Apb6s 30 minutos de estabilizacdo, foram realizadas curvas de contracdo a adigdo
cumulativa de noradrenalina (10® a 10 M), antes e 10 min ap6s a incubacdo da FBut (10, 30
e 100 pg/mL, n=4). Somente uma concentracao foi testada por preparacao.

As contracbes em porcentagem da contracdo maxima produzida pelo agonista nas
curvas controles foram relacionadas aos logaritmos negativos das concentragcdes molares de
cada agonista. Das curvas concentracdo-efeito obtidas, foram determinadas a CEsp

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

5.7 Avaliacéo da atividade da FBut de Q. amara, na concentracéo de calcio

intracelular ([Ca®*];) em cardiomidcitos de ratos e em Gtero de rata.

5.7.1 Cultura de musculo cardiaco de rato

Ratos recém-nascidos (1 dia de vida) machos ou fémeas foram mortos por
inalacdo de gas carb0nico; a cavidade toracica foi aberta e o coracao retirado. Apds disseccao
em solucdo de HBSS, o musculo cardiaco ventricular foi picado com tesoura fina durante 20
min e incubado por 1 h em solucdo com colagenase, CaCl, e albumina bovina a 37°C e 5%
CO,. Apos o periodo de incubacéo, as células foram homogeneizadas com pipeta Pasteur de
ponta fina, centrifugadas (2500 rpm, 5 min, 23°C) e o sobrenadante desprezado. A colagenase
foi lavada das células por ressuspensdo e centrifugacdo sucessivas em HBSS, nas mesmas

condigdes anteriores. Foram adicionados as células 10 mL de meio de cultivo D-MEM,



acrescido de 10% de soro de cavalo, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (penicilina
10.000 Ul + estreptomicina 10 mg). Em seguida, a suspenséao celular foi filtrada em malha de
nylon de 10 uM. As células do filtrado foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas
na densidade de 0,4 x 10° células em placas de 35 mm cobertas com colédgeno. No terceiro dia
po6s-plagqueamento, o meio de cultivo foi trocado para D-MEM acrescido de 10% de soro de
cavalo, 2% de soro fetal bovino e 1% de antibiético. As culturas foram mantidas em
incubadora a 37°C, 5% CO,, trocando-se 0 meio de cultura em dias alternados até a

confluéncia das células (quinto dia de cultura) e utilizadas ap6s 6 a 7 dias de cultivo.

5.7.2 Cultura de Utero de rata

Ratas adultas foram superficialmente anestesiadas com éter e exsanguinadas
por incisdo da cardtida; a cavidade abdominal foi aberta, os Uteros retirados e transferidos
para placa contendo HBSS para disseccdo fina. Os 6rgdos foram cortados em pedacos
menores, 0 tecido adiposo foi desprezado e as camadas serosa e circular foram descamadas
com bisturi. Os uteros foram lavados com HBSS (4x) e adicionada tripsina (15 min, 37°C,
com agitacdo a cada 5 min). ApoOs novas lavagens com HBSS (4x), os 6rgdos foram
delicadamente picados durante 30 min, foi adicionada colagenase seguida por incubacédo a
37°C por 1,5 h com agitacdo a cada 5 min. O homogenato foi centrifugado (2500 rpm, 10
min), o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspenso em 10 mL de D-MEM; o
processo de lavagem foi repetido por 4 vezes. O pellet obtido foi suspenso em D-MEM
acrescido de 10% de soro fetal de cavalo e 1% de antibiotico (penicilina 10.000 Ul +
estreptomicina 10 mg). Apds contagem em placa de Neubauer, as células foram plagueadas na

densidade de 5 x 10° a 10° células/placa. As culturas foram mantidas em incubadora a 37°C,



5% CO,, trocando-se 0 meio de cultura em dias alternados e utilizadas apds 15 dias de

cultivo.

5.7.3 Medida do célcio citosdlico livre por fluorimetria

Para os ensaios de influxo de célcio foram utilizadas microplacas de 96 pocos,
FLIPR® Calcium-4 assay kit (Molecular Devices) e KCI 70 mM para abertura dos canais de
calcio. Cardiomidcitos ou células de Utero em cultura foram plaqueadas nas microplacas 24 h
antes do experimento na densidade de 40.000 e 20.000 células/poco, respectivamente, e
incubadas a 37°C. Decorridas 24 h, o meio de cultura foi aspirado e foram adicionados 100
ML da mistura: loading buffer (Fura-4) + probenecida + HBSS. Apos 50 min de incubacéo a
37°C, foram adicionados 10 uL da fragcdo testada (10, 30 e 100 pg/mL) ou do controle
positivo verapamil (100 uM), em triplicata. As placas foram incubadas por mais 10 min e em
seguida, lidas em leitor de placas FlexStation® (Molecular Devices) com Aex 494 nm e Aem 525
nm. Os resultados foram expressos pelas diferencas entre as fluorescéncias maxima e minima

(A RFU) obtidas durante 3 min de leitura/pogo, a partir da pipetagem de KCI 70 mM.



5.8 Analises Estatisticas

Os resultados dos testes in vivo foram expressos como médias + erro padrdo ou no
caso das ECsp, como média geométrica e limites de confianca. As diferencas entre 0s grupos
foram avaliadas pelo teste de ANOVA e Dunnet e consideradas significativas para p<0,05.
Para comparacdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguida do pés- teste de Bonferroni.

Para analise estatistica foi utilizado software Graphpad Prisma, versdo 5. As Figuras e
Tabelas foram confeccionadas utilizando-se o programa Microsoft Excel 2007. Em todas as
andlises estatisticas, considerou-se o nivel critico para rejeicdo da hipdtese de nulidade menor
que 0,05 (p < 0,05). Os asteriscos (* p< 0,05, ** p< 0,01 e *** p<0,001 serviram para

caracterizar o grau de significancia estatistica.



6. Resultados




Analise Fitoquimica

6.1 Obtencdo dos extratos: extrato aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut)

O EA foi obtido a partir do método de infusdo a 2,5% com agua destilada. Apds filtracdo e
concentragao em rotaevaporador, o EA concentrado foi submetido a particdo com butanol obtid0-se
a fragdo butandlica (FBut) e a fragdo aquosa (FAq). Os rendimentos foram 24 % (EA), 47% (FBut) e

52% (FAQ).

6.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)

O EA apresentou 7 picos principais com tempos de retengao de 3,2; 4,7; 6,5; 8,6; 19,0; 19,6; e
20,5 com dreas representando 20,6; 10,4; 1,7; 1,8; 6,1;7,1 e 3,1%, respectivamente, do total do
cromatograma. A FBut apresentou 7 picos principais com tempos de retencdo de 3,2; 8,5; 17,2; 18,2;
18,9; 19,7 e 20,4, com 4areas representando 13,4; 1,3; 3,8; 5,1; 6,2; 10,5 e 10,5 do total do

cromatograma (Figura 09).
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Figura 09 - Perfis cromatograficos do EA e FBut de Q. amara em CLAE analitica, utilizando coluna
C18, gradiente de 4gua/acetonitrila 5 a 45% em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e A 210 nm.



A FBut foi purificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que levou
ao isolamento de 6 fracOes (F1 a F6), cada uma delas contendo um pool de picos com tempos

de retencéo entre 3,0 e 28,0 min. (Figura 10).
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Figura 10 - Perfis cromatograficos das frac6es F1 a F6 purificadas da FBut de Q. amara em CLAE
analitica, utilizando coluna C18, gradiente de agua/acetonitrila de 5 a 45% em 30 min, fluxo de 1,0
mL/min e A 210 nm.

6.1.2 Purificacdo da FBut de Quassia amara L. por cromatografia liquida de

alta eficiéncia preparativa (CLAE-Prep)

A purificagdo da FBut em CLAE-prep resultou em 6 fragdes com rendimentos: F1 10,0%, F2

6,2%, F3 10,1%, F4 12,0%, F5 14,5% e F6 13,3% (Figura 11).

Quassia amara L.
Folhas secas
infusdo 2,5%
filtragem, concentragdo e liofilizacdo
v

Extrato Aquoso (EA) 24%

particdo com butanol (3 x 300 mL)

fracdo butandlica (FBut) 47% fracdo aquosa (FAQ) 52%

purificacdo em CLAE (&gua/acetonitrila, coluna C18)

F1(10,0%) F2(6,2%) F3(10,1%) F4 (12,0%) F5 (14,5%) F6 (13,3%)

Figura 11 - Fluxograma de obtengdo e purificacdo do extrato e fracbes de Quassia amara L
relativamente a FBut.



Il. Analise Farmacoldgica

6.2 Efeito do Extrato Aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut) de Q. amara

no Sistema Nervoso Central

6.2.1 Efeito do extrato aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut) de Q. amara (1,0

g/kg) no teste geral ou hipocratico (Irwin)

No teste geral de atividades, o EA e a FBut soltiveis em &dgua foram administrados em
dose Unica elevada de 1,0 g/kg, v.0. Os camundongos tratados com o EA (n= 3) por via oral
ndo apresentaram sinais evidentes de atividade farmacoldgica do extrato: a motilidade e a
deambulacdo ndo foram alteradas nas 3 horas iniciais ou 24 h ap6s administracdo do EA.
Sinais de ataxia, incoordenacdo motora, inquietacdo, sedacdo, irritabilidade ou
hiperreatividade a estimulos nociceptivos ndao foram registrados em nenhum periodo de
observacdo. Tampouco foram observados sinais de alteracdo autondémica como salivacao,
lacrimejamento, defecacdo aumentada ou de consisténcia pastosa. Doses menores de EA nao
foram estudadas em vista da auséncia de qualquer sinal indicativo da acdo do extrato.
Nenhum animal morreu no periodo de observacao.

Os animais tratados com 1,0 g/kg de FBut por via oral apresentaram sinais de sedacao,
anestesia caracterizada pela perda parcial ou total da sensibilidade e cianose apds 60 minutos
de tratamento. Este efeito perdurou até os 120 min de observacdo, quando o comportamento
do animal tratado ndo se diferenciou dos animais controles (agua, 10,0 mL/kg). Outros sinais
de acdo depressora (hipnose, ptose, ataxia), acdo estimulante do SNC (hiperatividade,
irritabilidade ao toque), ou atividade autondmica (piloerecdo, diarréia, salivacdo, miccdo

exagerada) ndo foram observados. Apds 24 h de observagdo, ndo houve morte.



A administracdo intraperitoneal de 1,0 g/kg de FBut diminuiu a deambulacdo, a
frequéncia respiratéria e induziu sedacdo (quietacdo), anestesia e cianose intensas apos 60

minutos. Esta dose foi letal para 100% dos animais ap6s 120 minutos de tratamento.

6.3 Acéo cardiovascular

6.3.1 Efeito da fracdo butandlica (FBut) e fracdes (F1-F6) de Q. amara na

pressédo arterial de ratos anestesiados

Ratos anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg i.p.) apresentaram pressao
arterial média de 112,3 + 7,1 mm Hg apds 30 min da anestesia (n= 4).

A injecdo da FBut 1,0; 3,0 e 10,0 mg/kg, e.v., diminuiu a pressao arterial
proporcionalmente as doses em 6,6; 8,4 e 12,5 mm Hg, respectivamente, com pico em 20
segundos e reversdo a pressdo basal em 3 minutos (Figuras 12 e 13). Nessas doses, a
frequéncia cardiaca nao foi alterada. A injecdo da noradrenalina 0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.
aumentou a pressao arterial em 5,9 + 1,3; 11,7 £ 0,7 e 17,8 + 1,8 mm Hg, respectivamente
(Figura 12). A injecdo de acetilcolina 0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v. diminuiu a pressao arterial em
23,6 £ 2,3; 37,2 £ 4,4 e 44,9 + 3,7 mm Hg, respectivamente (Figura 13). A hipotensdo
causada pela FBut (10,0 mg/kg, e.v.) ndo foi alterada pelo tratamento prévio do animal com

atropina (1,0 mg/kg) ou prazosin (1,0 mg/kg) (Figuras 14 e 15).
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Figura 12 - Efeitos da FBut de Q. amara L. (1,0; 3,0 e 10,0 mg/Kkg, e.v.) na pressad arterial de ratos normotensos
anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.) (n= 4). Registro de uma experiéncia tipica: (A) A=
diferenca entre a pressdo arterial basal e a medida ap6s injecdo da fracdo teste e (B) registro da pressao arterial
média.
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Figura 13 - Variagao da pressao arterial (A mmHg) ap6s injecdo de FBut de Q. amara L. (1, 3 e 10 mg/kg, e.v.)
em concentracdes crescentes em ratos normotensos anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg i.p.).
Dados expressos como médias + desvio padrdo (n= 3). **p < 0,01, *** p< 0,001 (ANOVA de 1 via seguida pelo
teste de Dunnett).

A
B
ACh ng/Kg
Fbut 10,0 mg/kg ACh 0,1ug/kg Fbut 10,0 mg/kg . 01 03 10
0 P, s
= ] 4 feo L
= e - S E
7} — — bz %< a0 p
= o-104 == 4
g L poman oo & =
o E e 5
18 IS I
n < -204
) 20
pus
o
-30-

Atropina 1mg/Kg

Figura 14 - (A) Variagdo da presséo arterial (A mmHg) apos injecdo de FBut de Q. amara L. (10 mg/kg, e.v.)
antes e apos a injecdo de atropina (Img/kg, e.v.) e (B) da inje¢do de acetilcolina (0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.,
controle) em ratos normotensos anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.). Dados expressos como
médias £ desvio padrdo (n=3). ** p<0,01 (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Dunnett).
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Figura 15 - (A) Variagdo da pressdo arterial (A mmHg) apds injecdo de FBut de Q. amara L. (10 mg/kg, e.v.)
antes e apos a injecdo de prazosin (1 mg/kg, e.v.) e (B) da inje¢do de noradrenalina (0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.) em
ratos normotensos anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.). Dados expressos como médias +
desvio padrdo (h= 3). *** p<0,001 (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Dunnett).

A administracdo endovenosa das fragOes purificadas F1, F3 e F6 diminuiu a pressao
arterial de forma dose-dependente (Figura 16). Na dose de 1,0 mg/kg, as fracbes F1, F3 e F6
diminuiram a presséo arterial em 7,6 + 1,3; 2,3 £ 0,3 e 10,7 £ 1,2 mmHg, respectivamente.
As fracbes F1, F3 e F6 (3,0 mg/kg) diminuiram a pressdo arterial em 9,3 +1,8; 6,3+ 1,2¢e
17,7 £ 2,3 mmHg, respectivamente e 16,0 £ 1,0; 60 + 2,1 e 50,3 = 58 mmHg,
respectivamente, na dose de 10 mg/kg.
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Figura 16 - Variagdo da presséo arterial (A mmHg) ap6s injegdo das fragdes (F1-F6) purificadas de FBut de Q.
amara L. (1, 3 e 10 mg/kg, e.v.) em doses crescentes em ratos normotensos anestesiados com pentobarbital
sodico (40 mg/kg i.p.). Dados expressos como médias + desvio padrdo (n= 3). *p > 0,05 e *** p< 0,001
(ANOVA de 1 via seguida pelo teste de Dunnett).



6.3.2 Efeito das fracdes (F1-F6) de Q. amara em anéis de aorta toracica de rato,

com ou sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (107 M).

Para avaliar a acdo de extratos de Q. amara na musculatura lisa vascular, utilizamos
preparacdes de anéis de aorta com e sem endotélio. A incubacdo de noradrenalina (107 M)
contraiu a aorta e manteve o tonus contratil (100 %) durante tempo maior que 30 min.

Nas preparacOes de anéis de aorta com endotélio intacto, a incubacdo de concentracfes
cumulativas das fragdes F1, F3, F4, F5 e F6 (3, 10, 30 e 100 pg/mL), a cada 10 minutos,
relaxou o tonus das preparacdes pré-contraidas com noradrenalina 107 M, proporcionalmente
as concentragcdes. As percentagens de relaxamento em relagéo ao tonus imediatamente apos a
incubacdo das fragdes F4, F5 e F6 na concentracdo de 10 ug/mL foram de 68, 45 e 57 %,
respectivamente. Na concentracao de 30 pug/mL, as fraces F1, F3, F4, F5 e F6 apresentaram
percentagem de relaxamento de 71, 30, 86, 84 e 85%, respectivamente. Com 100 pg/mL as
fracbes F1, F3, F4, F5 e F6 relaxaram o tonus em 87, 90, 91, 93 e 97 %, respectivamente
(figura 17).

Os anéis de aorta sem endotélio contrairam & adicao de noradrenalina (107 M) , mas
ndo relaxaram a adicdo de acetilcolina (10°° M).

Nesses, a incubacdo das fracbes F1-F6 (3, 10, 30 e 100 pug/mL) ndo alterou o ténus

produzido pela noradrenalina 107 M (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da incubagdo cumulativa das fracfes F1 (A), F2 (B), F3 (C), F4 (D), F5 (E) e F6 (F) (3, 10,
30 e 100 pg/mL) de Q .amara em anéis de aorta de rato com e sem endotélio sob tdnus induzido com
noradrenalina 107" M (100%). Dados expressos como médias # erro padréo (n= 4). **p < 0,01, *** p < 0,001
quando comparado ao controle (ANOVA de 1 via e seguida pelo teste de Dunnett).



6.3.3 Efeito do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de Q. amara na
frequéncia de contracdo do atrio direito isolado de rato e na forca de
contracdo do atrio esquerdo isolado de rato
O étrio direito apresentou batimentos espontaneos com frequéncia variando de 210 a
270 bpm, ap6s 30 minutos de estabilizacdo a 35°C.

A incubacdo do EA (10 a 1000 ug/mL) e da FBut (10 a 100 pg/mL) ndo alterou o
automatismo do atrio direito nas concentracdes testadas (Figura 18).

Em atrio esquerdo de rato estimulado eletricamente (1 Hz, 2 ms, e voltagem
supramaxima), o EA nas concentrac@es de 30, 100 e 300 ug/mL e a FBut nas concentracdes
de 10, 30 e 100 pg/mL aumentaram a forca de contracdo do mdsculo cardiaco em 5; 14 e

43% ; e 18; 22 e 42%, respectivamente (Figura 19).
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Figura 18 - (A) Efeito do EA (10 a 1000 ug/mL) e da (B) FBut (10 a 100 pg/mL) de Q. amara L na frequéncia
de batimentos do atrio direito isolado de rato, a 35 °C. BPM = batimentos por minuto. Dados expressos como
médias + erro padréo (n=4), comparado ao controle (ANOVA de 1 via e seguida pelo teste de Dunnett).
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Figura 19 - (A) Efeito do EA (10 a 300 ug/mL) e da (B) FBut de Q. amara L. (10 a 100 pg/mL) em % da
contracdo do atrio esquerdo isolado de rato estimulado eletricamente, a 35 °C. Dados expressos como médias +
erro padrdo (n=4). *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle antes da incubacéo (tempo= 0
minuto) (ANOVA de 2 via e pos-teste de Bonferroni).

6.4Ac¢do na juncdo neuromuscular

6.4.1 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Q. amara (10 e 100 pg/mL) em

musculo diafragma de rato sob estimulo elétrico direto

A incubacdo da FBut 30 e 100 pg/mL aumentou a amplitude de contracdo do
diafragma estimulado eletricamente na presenca de d-tubocurarina (10> M) de 5 % a 15 %,

respectivamente em relacéo ao controle antes da incubacao (tempo= 0 minuto) (Figura 20).
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Figura 20 - Efeitos da FBut de Q. amara (10, 30 e 100 pg/mL) na contracdo do musculo diafragma de rato
obtida com estimulagéo elétrica direta da fibra muscular, na presenca de d-tubocurarina (10° M) a 30°C. Dados
expressos como médias + erro padrdo (n= 4). *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle
antes da incubagdo (tempo= 0 minuto) (ANOVA de 2 via e pds-teste de Bonferroni).



6.4.2 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Q. amara (10 e 100 pg/mL) em
musculo diafragma de rato estimulado indiretamente - Preparacdo nervo

frénico

A incubacdo da FBut 10, 30 e 100 pg/mL, potenciou a contragdo do diafragma obtida
por estimulo direto do nervo frénico. Ap6s 15 minutos de incubacdo, a contracdo do musculo
diafragma retornou ao nivel basal indicando que a potenciacdo ndo ocorre por facilitacdo da
transmissdo neuromuscular (efeito anticolinesterasico), mas sim, por acdo direta na fibra

muscular (Figura 21).
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Figura 21 - Efeitos da FBut de Q. amara (10, 30 e 100 pg/mL) na contracdo do musculo diafragma de rato
obtida com estimulacdo elétrica do nervo frénico a 30°C. Dados expressos como médias + erro padrdo (n= 4). *p
< 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle (tempo= 0 minuto) (ANOVA de 2 via e pds-teste de
Bonferroni).



6.5 Avaliacdo da atividade da fracdo butandlica (FBut) da Q. amara na

atividade da Ca®*- ATPase

6.5.1 Medida da atividade da Ca**-ATPase

Para as medidas de inibicdo da atividade da enzima Ca'’- ATPase, a tapsigargina
(THG 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 e 1,0 uM) inibidor especifico da Ca*?- ATPase - SERCA
foi utilizada como controle positivo. Na presenca de THG a Ca™>- ATPase foi inibida
proporcionalmente as concentragdes com Clsg iguala 0,11 uM (LC: 0,08 — 0,38 uM, n=3). A
fracdo butanolica (FBut 1, 3, 10, 30 ¢ 100 pug/mL), apds incubacdo de 10 minutos, inibiu a
atividade da Ca*>- ATPase com Cls igual a 1,45 pM (LC: 0,77 a 2,70 uM, n= 3 em triplicata)

(Figura 22).
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Figura 22 - (A) Efeito da FBut de Q. amara na atividade da Ca*’-ATPase isolada de musculo esquelético de
coelho ap6s 10 minutos de incubacdo a 37°C. (B) A tapsigargina (THG), inibidor especifico da SERCA foi
utilizada como controle positivo. Os simbolos e barras verticais representam as médias + desvio padrdo (n=3 em
triplicata).



6.6 Agdo no musculo liso

6.6.1 Efeito da fracdo butanolica (FBut) e fracbes (F1-F6) de Q. amara em ducto

deferente de rato estimulado eletricamente

Em ducto deferente de rato estimulado eletricamente (0,2 Hz, 2 ms, e voltagem
supramaxima), a FBut nas concentracfes de 30 e 100 pg/mL diminuiu a forca de contracdo
em 17 e 40%, respectivamente, em 30 minutos de incubagdo. (Figura 23). Este efeito foi

tempo e concentragdo-dependente.
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Figura 23 - Efeito da FBut de Q.amara L. (10, 30 e 100 pg/mL) na contracdo do ducto deferente de rato
produzida por estimulagdo elétrica transmural do musculo liso. Dados expressos como médias + erro padréo (n=
4). **p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle (tempo= 0 minuto) (ANOVA de 2 via e pds-teste de
Bonferroni).

A figura 24 mostra as fracdes responsaveis pela diminuicdo da forca de contra¢do no
ducto deferente de rato estimulado eletricamente. A contracdo foi reduzida pelas F1, F3, F4 e
F5 somente com a concentragdo de 10 pg/mL. A percentagem de diminui¢ao da Fle F3 foi de
17, 29, 38, 48%; e 7, 13, 17, 19 e 21%, respectivamente, em 30 minutos de incubagdo. E para

F4 e F5foide 7,8, 8e8%;e7, 10 e 13%, respectivamente.
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Figura 24 - Efeito das fracdes (F1-F6) de Q.amara L. (3 e 10 ug/mL) na contragdo do ducto deferente de rato
produzida por estimulacdo elétrica do masculo liso. Dados expressos como médias * erro padrdo (n=4). *p <

0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao controle (tempo= 0 minuto) (ANOVA de 2 via e pds-teste de
Bonferroni)



6.6.2 Efeito da fracdo butanodlica (FBut) de Q. amara em curvas cumulativas de

noradrenalina em ducto deferente de rato (DDR)

A incubacdo da noradrenalina (10® a 10 M),) produziu contragdes proporcionais as
concentragdes. A CEsp da noradrenalina foi 5,5 uM, (LC 5,0 a 6,1 uM). A FBut (10, 30 e 100
ug/mL), incubada 20 min antes, diminuiu a contracdo maxima produzida no ducto deferente
de rato pela incubacdo de noradrenalina, sem modificar a afinidade da droga por seus

receptores (Figura 25, Tabela 01).
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Figura 25 - Efeito da FBut de Quassia amara L (10, 30 e 100 pg/mL) na contra¢do do ducto deferente de rato,
produzida pela adicdo cumulativa de noradrenalina (Nor 10® a 10° M), a 30 °C. A FBut foi incubada 20 min
antes da adi¢do do agonista. Dados expressos como médias + erro padrdo (n= 4). *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p
< 0,001 (ANOVA de lvia e pds-teste de Dunnett).



Tabela 01 - Efeito maximo (Emax%) e concentracéo efetiva média (ECs;) de noradrenalina (10 a 10° M) na
auséncia e apds a incubacdo da FBut de Quassia amara L. nas concentragdes de 10, 30 e 100 pg/mL em DDR.

ECso uM (LCi-LCs) Emax (%)
55
Noradrenalina (5,0-6,1) 100
4,3 88*
Nor + FBut 10 pg/mL (3,3-5,5)
3’1’ 79 ***
Nor + FBut 30 pg/mL (2,4 -3,8)
416 66 **kk
Nor + FBut 100 pg/mL (3,2-6,4)

Os valores da ECs, sdo médias geométricas e limites de confianca (n= 4) * diferentes do controle
(ANOVA de lvia e pos-teste de Dunnett)

6.6.3 Avaliacdo da atividade da FBut na concentracdo de calcio intracelular

([Ca**1;) em cardiomidcitos de ratos e Gtero de rata em cultura.

Para avaliar possiveis efeitos da FBut de Q. amara no influxo e na concentragdo de Ca**
intracelular em células de utero de rata ou em cardiomidcitos de ratos neonatos mantidos em
cultura e estimulados com KCl 70 mM, foram obtidas leituras da fluorescéncia emitida pelo Fura 4
incorporado nas células, na auséncia e na presenca de FBut nas concentra¢cdes de 10, 30 e 100
ug/mL.

A incubac3o de Fbut ndo modificou a concentragdo de Ca®" intracelular comparativamente ao
verapamil (100 uM), controle positivo dos testes que, como esperado, produziu uma diminui¢cdo no

influxo de Ca** de 60% e 55% do controle, respectivamente (Figura 26).



Figura 26 — Efeito da FBut de Q. amara L. (10, 30 e 100 pg/mL) na concentragdo de calcio intracelular em utero
de rata (A) e em cardiomiécitos de ratos neonatos (B). Dados expressos como médias + erro padrdo (n= 3 em
duplicata). **p < 0,01, *** p < 0,001 quando comparado ao controle (ANOVA de 1lvia e pos-teste de Dunnett)



/. Discussao




A Quassia amara (Simaroubaceae) € utilizada na medicina popular como antianémica,
antibidtica, antiparasitéria, antimalarica, anti-hipertensiva, em doencas hepaticas e digestivas,
especialmente em Ulceras gastricas. (DUKE, 1992; RAJI; BOLARINWA, 1997; GARCIA-
BARRANTES; BADILLA, 2011; TOMA et al., 2002). O presente trabalho teve como
objetivo especifico estudar as agdes farmacoldgicas do extrato aquoso (EA) e da fracdo
butandlica (FBut) de Quassia amara L. no sistema cardiovascular.

Grande parte dos trabalhos com esta planta encontrados na literatura cientifica
consultados no Pubmed, Scielo e Lilacs, estuda a atividade antimaléarica (AJAIEYOBA et al.,
1999; BERTANI et al., 2006; CACHET et al., 2009; HOULEL et al., 2009) de compostos
isolados desta planta. Outros relatam agdes sistémicas como efeitos sedativo (TOMA et al.,
2003), antissecretor (TOMA et al., 2003), antiulcerogénico (GARCIA-BARRANTES;
BADILLA, 2011; TOMA et al., 2002), antiedematogénico (TOMA et al., 2003), anti-
inflamatdrio, antidiabético (HUSAIN et al., 2011) antifertilidade (PARVEEN et al., 2003;
RAJI; BOLARINWA, 1997), atividade citotoxica (HOULEL et al., 2009) e inseticida
(TESORIERO et al., 2003).

Varios compostos foram isolados da Q. amara como os alcaloides B-carbolina,
alcaloides indolicos e os quassinoides (quassina, neoquassina, simalicalactona D e E,
picrassins B, H, | e J) (CACHET et al., 2009; .HOUEL et al., 2009; BERTANI et al., 2006).
Esses compostos foram extraidos da planta com solventes de baixa polaridade; os estudos da
acdo farmacoldgica dos extratos da planta foram realizados sem a padronizacdo quimica dos
extratos utilizados, condicdo necessaria para a comparacao dos resultados obtidos.

A padronizacdo de extratos de planta é um pré-requisito para a garantia da qualidade,
assim como para a constancia dos efeitos terapéuticos e de seguranca. No presente trabalho,

preocupamo-nos em padronizar quimicamente o extrato aquoso e as fracbes semi-purificadas



da Q. amara, seguindo o processo de fracionamento orientado pelas atividades
farmacolégicas obtidas.

Primeiramente, realizou-se a infusdo em agua destilada (2,5%) do pé das folhas secas
de Q. amara. Apds filtracdo, concentracdo e liofilizacdo, o rendimento da extracdo foi de
24%. Na dependéncia dos eluentes utilizados na cromatografia de camada delgada (CCD), 2 a
6 manchas com diferentes Rfs foram observadas e nem sempre bem definidas. A semi-
purificacdo inicial do EA foi realizada em butanol (1:1 v/v) o que originou a fracdo butandlica
(FBut) com 47% de rendimento relativo ao EA.

O cromatograma em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da FBut mostrou
coincidéncia da maioria dos picos observados no EA submetido ao mesmo procedimento. No
entanto, a partir do tempo de retencdo de 10 minutos da FBut, comparativamente ao EA, 0s
picos foram 5 a 6 vezes maiores nesta fragdo semi-purificada.

Da FBut, posteriormente em CLAE, foram isoladas 6 fracbes (F1 a F6). Dessas
fracbes observamos 7 picos principais com tempos de retencdo de 3,2; 4,7; 6,5; 8,6; 19,0;
19,6; e 20,5 minutos, com areas representando 20,6; 10,4; 1,7; 1,8; 6,1;7,1 e 3,1% para cada
pico, respectivamente.

Nos estudos farmacodindmicos realizados até 0 momento, foram comparados os efeitos do
EA e da FBut com metodologias descritas em “Métodos de avaliagdo da atividade farmacologica
de plantas medicinais” com algumas modificagdes, visando uma melhor caracterizagdo
farmacoldgica destes extratos (LAPA et al., 2003).

A triagem geral da atividade farmacoldgica foi iniciada com o método de observacéo,
de IRWIN (1964) modificado a partir de Malone (1962), um teste preliminar com a finalidade
de registrar as alteracGes comportamentais dos camundongos apds o tratamento com EA e
FBut. A administracdo do EA em dose Unica de 1,0 g/ kg, v.0., ndo produziu sinais evidentes
de atividade farmacoldgica nos animais. A administragdo oral da FBut (1,0 g/kg) produziu

sinais de sedacdo, anestesia e cianose apds 60 minutos de tratamento. Este efeito da FBut



perdurou até os 120 min, quando o comportamento do animal ndo se diferenciou dos animais
controles. A administracdo sistémica por via intraperitoneal da FBut (1,0 g/kg) diminuiu a
deambulacdo, a frequéncia respiratoria, produziu sedacéo, anestesia e cianose intensa apos 60
minutos. Esta dose foi letal apds 120 minutos de tratamento.

Estudo anterior com o extrato aquoso da casca de Quassia amara administrado nas
doses de 250, 500, 750 e 1000 mg/kg por via oral, também ndo obteve sinais de toxicidade
com nenhuma das doses testadas. A administracdo pela via intraperitoneal de 500 mg/kg
produziu sinais de toxicidade aguda com recuperacdo apds 24h, enquanto a dose de 1000
mg/kg foi letal para todos os animais em 24h (GARCIA-GONZALEZ et al., 1997). Esses
resultados indicam que a utilizagdo popular por via oral desses extratos parece ser segura e a
administracdo parenteral pode ser letal quando em altas doses. Alem disto, como o EA
administrado por via oral ndo teve a mesma toxicidade da FBut pela mesma via, a utilizacéo
na medicina tradicional do chd com &gua quente parece ainda mais segura (GARCIA-
BARRANTES; BADILLA, 2011).

O estudo da atividade cardiovascular da FBut de Q. amara foi iniciado com a
avaliacdo do seu efeito na pressao arterial de ratos anestesiados. A injecdo da FBut (1,0; 3,0 e
10,0 mg/kg, e.v.) em ratos anestesiados produziu hipotensao rapida e passageira, proporcional
a dose. Este efeito ndo foi acompanhado de alteracdo da frequéncia cardiaca. A repeticao da
administracao da fracdo, no mesmo animal, ndo foi acompanhada de dessensibilizacdo, isto &,
a resposta foi repetida no mesmo animal sem alteracdo da sua intensidade. Durante a acdo da
fracdo, as respostas aos mediadores autondémicos principais, noradrenalina e acetilcolina, ndo
foram alteradas, indicando que as vias de respostas ativadas por receptores o1 adrenérgicos ou
M, e M3 muscarinicos, ndo foram comprometidas pela fracdo. Da mesma forma, a acédo
hipotensora da FBut (10,0 mg/kg) ndo foi alterada pelo tratamento prévio com o0s

antagonistas muscarinico (atropina 1,0 mg/kg) e a-adrenérgico (prazosin 1,0 mg/kg). Estes



efeitos demonstraram que a hipotenséo causada pela fracdo ndo foi produzida pela interacéo
do extrato com receptores M, e M3 muscarinicos ou os adrenérgicos.

Este efeito hipotensor produzido pela FBut foi avaliado nas fragdes purificadas (F1-
F6) nas doses del,0; 3,0 e 10,0 mg/kg, e.v. em ratos anestesiados. Observou-se que a F1, F2 e
F6 demonstraram efeito hipotensor que foi proporcional a dose.

A pressdo arterial é determinada pelo produto do débito cardiaco e da resisténcia
periférica ao fluxo sanguineo (PA=DC x RP). O débito cardiaco esta relacionado a forca de
contracao ventricular e a frequéncia cardiaca, enquanto a resisténcia periférica depende do
tonus do musculo liso vascular (TORGNARINI; MOULDS, 1997).

Dando continuidade aos estudos e, considerando 0s possiveis mecanismos de agéo
vasculares, a acdo das fracdes purificadas (F1-F6) foi avaliada em anéis de aorta toracica de
rato com ténus vascular induzido pela noradrenalina (10" M) in vitro.

A noradrenalina € o principal mediador simpatico e vasoconstritor fisioldgico e, outras
substancias como a angiotensina e endotelina também contribuem na manutencdo do tonus
vascular. O ténus vascular resulta da ativacdo de receptores aj-adrenergicos que estdo
acoplados a proteina Gs que ativa a fosfolipase C da membrana celular, com liberacdo dos
segundo-mensageiros intracelulares trifosfato de inositol (IPs) e diacilglicerol (DAG). O IP3
localizados na membrana do reticulo sarcoplasmético/endo quando ativado libera Ca?* para o
citosol, e 0 DAG ativa quinases proteicas (proteinas quinases do tipo C, PKC) que fosforilam
e ativam canais de célcio da membrana, levando ao aumento da concentracdo intracelular de

calcio livre, iniciando a contracdo do musculo liso vascular (BERRIDGE, 2008).

O relaxamento da musculatura lisa vascular produzido pela acetilcolina é dependente
da liberacdo de éxido nitrico (NO) pela célula endotelial. A interacdo da acetilcolina com os
receptores muscarinicos M3 leva a ativacdo da sintase do oOxido nitrico (NOS) endotelial,

promovendo a sintese de NO, que se difunde para o musculo liso vascular e ativa uma



guanilato ciclase soltvel (GCs) estimulando a produg¢do de monofosfato ciclico de 3°,5’
guanosina (GMPc) na musculatura. Esse segundo-mensageiro, por sua vez, ativa proteinas
quinases dependentes de GMPc (PKG) induzindo relaxamento vascular por mecanismos
diversos, entre eles, desfosforilacdo direta da cadeia leve da miosina, e a reducdo da
concentracdo de Ca®" citosdlico (CARVAJAL et al, 2000; MURAD et al., 1987;

WEISBROD et al., 1998).

Em nossas experiéncias, as frages F1, F3, F4, F5 e F6 relaxaram o tonus muscular
produzido pela noradrenalina na aorta de rato com endotélio, mas 0 mesmo nao foi observado
com o tonus da aorta desprovida de endotélio, indicando um mecanismo dependente de NO na
acdo relaxante das fracOes purificadas.

Estudos realizados por BARROS (2010) demonstraram o efeito relaxante da FBut de
Quassia amara em anéis de aorta de rato com endotélio que foi inibido com a incubacdo do
L-NAME (blogueador especifico da NO sintase), indicando um mecanismo dependente de
NO na acdo relaxante deste extrato.

Dando continuidade ao estudo das acdes farmacologicas da Q. amara no sistema
cardiovascular, os efeitos do EA e da FBut foram avaliados em preparacdes isoladas de atrios
direito e esquerdo de rato. Notou-se que as concentracdes do EA (10 a 300 pug/mL) e as da
FBut (10 a 100 pg/mL) testadas in vitro ndo alteraram o0 automatismo cardiaco do atrio
direito, confirmando o que foi observado na frequéncia cardiaca in vivo, que ndo foi alterada
na vigéncia da administracdo dos extratos. Entretanto, o EA e a FBut incubados no atrio
esquerdo eletricamente estimulado in vitro, aumentaram 0 inotropismo cardiaco nas
concentracdes testadas.

Estudos complementares no musculo diafragma de rato sob estimulo elétrico direto e
indireto mostraram que a FBut aumentou a amplitude de contracdo do diafragma nos dois

ensaios.



A potenciacdo da resposta contratil do atrio esquerdo e do diafragma indicou que a
FBut podia interferir na homeostasia intracelular de calcio, facilitando o processo da
excitagdo-contracdo na musculatura estriada.

E conhecido que o acoplamento excitacdo-contracdo envolve a propagacdo de um
potencial de acdo que é conduzido ao longo da membrana da fibra muscular em direcdo aos
tubulos T acoplados ao reticulo sarcoplasmatico. A cisterna do reticulo sarcoplasmatico
armazena o calcio intracelular e é rico em canais de rianodina por onde flui o Ca®* necessario
para a contracdo muscular. As membranas do tabulo T contém canais de célcio sensiveis a
voltagem (diidropiridinicos ou canais de célcio do tipo L). Estes canais estdo ligados
mecanicamente a receptores de rianodina (receptores RyR) que libera Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico adjacente. Quando uma onda de despolarizacdo se propaga pelo tabulo T, os
receptores diidropiridinicos alteram sua conformacdo alostérica abrindo canais de RyR do
reticulo sarcoplasmatico liberando o Ca?*. O Ca** liberado, entdo, difunde-se no citosol dando
inicio a contracdo muscular (BERRIDGE, 2004; PROVEN et al., 2006).

Ca’*-ATPases estdo envolvidas em processos fundamentais para a homeostasia e
sinalizacdo do calcio intracelular. O relaxamento da fibra muscular ocorre quando o reticulo
sarcoplasmético bombeia o Ca?* do citosol de volta ao seu limen, utilizando a Ca**-ATPase
denominada SERCA (Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) presente na
membrana da organela; a diminui¢cdo do célcio intracelular livre ocorre ainda através do
trocador Na*-Ca'*? existente na membrana citoplasmética (BERRIDGE et al., 2003; ESSIN;
GOLLASCH, 2009) e, menos intensamente, por acdo da PAMCA (plasmatic membrane
calcium ATPase) que transporta o calcio citoplasmatico livre diretamente para o0 meio
extracelular (KUHLBRANDT, 2004).

O estudo da inibicdo da atividade ATPasica pelos extratos da Q. amara foi realizado

em Ca”**-ATPase de misculo esquelético de coelho isolada no laboratério seguindo o método



de Fiske e Subbarow (1966) adaptado para leitor de microplaca. A atividade da enzima foi
testada com a tapsigargina (derivada da planta mediterranea Thapsia garganica), inibidor
especifico da bomba de Ca* do reticulo sarco/endoplasmatico - SERCA (THASTRUP et
al.,1990; LYTTON et al., 1991; TULUC et al., 2005) utilizada como controle positivo. A
Clso da tapsigargina foi 0,18 uM (ou ~0,12 pg/mL) . A FBut de Q. amara inibiu a atividade
da enzima Ca?*-ATPase com ICs= 1,45 pug/mL; inibicio total foi obtida com 30 pg/mL. A
FBut, portanto, foi cerca de 10 vezes menos potente que a tapsigargina, 0 que para um extrato
semi-purificado é altamente promissor.

A este efeito de inibicio da Ca*-ATPase pode ser atribuido a potenciacdo da
contracdo do atrio esquerdo e do musculo diafragma, pois com a inibicdo da enzima ha um
aumento na concentracdo de ions célcio livre no citosol potenciando a contracdo do musculo
(HERBETTE et al., 1982).

O ducto deferente de rato (DDR) € um modelo classico para o estudo de substancias
que interferem com os mecanismos colinérgico, noradrenérgico e purinérgico (WESTFALL,;
WESTFALL, 2001). A inervacdo simpatica do DDR é mediada por dois co-transmissores: a
noradrenalina e o ATP responsaveis pela contracao das fibras lisas.

A noradrenalina interage com receptores aj-adrenérgicos e o ATP com receptores
purinérgicos tipo P,. Os dois acoplados a proteina G, ativam a fosfolipase C (PLC) da
membrana celular. Sob acdo da PLC e a hidrolise dos fosfolipides de membrana ocorre a
sintese dos segundos-mensageiros inositol trifosfato (IP3) e diacetilglicerol (DAG), que agem
sinergicamente na contracdo do mésculo liso, mobilizando Ca** do reticulo e ativando a PKC,
respectivamente. Sob acéo do 1P3 h4, ainda, a fosforilacdo dos canais de Ca** dependentes de
voltagem da membrana celular e consequente influxo de Ca®*. A ativagdo dos receptores de
IP3 no reticulo endoplasmatico também pode liberar Ca** e por um mecanismo

retroalimentador, o Ca®* livre no citoplasma promove a liberacdo de mais Ca** do reticulo.



Interagindo com a calmodulina, o Ca** livre no citoplasma induz a ativacdo da PKc,* . que por
sua vez, ativa a MCLK que desencadeia o deslizamento das miofibrilas actina e miosina
resultando na contracdo muscular (BILLINGTON; PENN, 2003). A FBut de Q. amara nao
alterou a ECso das curvas cumulativas de noradrenalina em ducto deferente de rato, mas
diminuiu seu efeito maximo na contracdo. As fracBes purificadas responsaveis pela
diminuicdo da forca de contracdo no ducto deferente de rato estimulado eletricamente foram a
F1, F3, F4 e F5.

A diminuicdo da contracdo maxima produzida pela noradrenalina ndo pode ser
explicada por acdo no sitio de ligacdo do agonista mediada por receptores o;- adrenérgicos
porque a ECsy da noradrenalina ndo foi alterada na presenga da FBut. Portanto, deve ser
pensado em agéo intracelular da FBut, inibindo o efeito contratil. A inibicdo do influxo de
Ca®* pelos canais tipo L ativados pela despolarizacéo celular foi estudada com a FBut da Q.
amara, que nao alterou a concentracao citosolica de calcio, ndo havendo, portanto, inibicdo do

influxo de calcio.

Em resumo, o presente trabalho apresentou resultados que mostram acao hipotensora,
inotropica positiva, potenciadora da contracdo da musculatura estriada e antinociceptiva dos
extratos padronizados de Q. amara. O aumento da for¢a de contracdo da musculatura estriada
parece estar relacionado & diminuicdo da atividade enzimética da Ca?*-ATPase do reticulo
sarco/endoplasmatico. Na musculatura do DDR, a diminui¢do do efeito maximo contratil
produzido pela incubacdo de noradrenalinais, parece ocorrer por inibicdo de etapas
intracelulares do mecanismo de acoplamento excitacdo-contracdo, pois a EC50 dos agonistas

ndo foi alterada e o influxo de ions calcio pelos canais do tipo L ndo foi inibido pelos extratos.



8.Conclusao




A Quassia amara L., uma planta da floresta neotropical, pertencente a familia
Simaroubaceae, é amplamente utilizada na medicina popular como antimicrobiana,
antianémica, antimalérica, anti-hipertensiva, anti-inflamatdria e para o tratamento de Ulceras
gastricas (AJAIYEOBA et al., 1999; DUKE, 1992 TOMA et al., 2002;).

A padronizacdo quimica do extrato de Q. amara teve inicio com a particdo do extrato
aquoso (EA) em butanol (1:1 v/v) obtendo-se a FBut, que foi purificada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A purificagdo em CLAE levou ao isolamento de seis
fracdes (F1-F6).

O objetivo deste trabalho foi realizar um screening farmacologico geral dos extratos
intermediarios e estudar os efeitos da FBut de Q. amara L. ( pau-amargo) no sistema
cardiovascular. A espécie ndo conta com trabalhos cientificos confirmando as acdes
hipotensora e inotropica positiva.

As principais acdes sistémicas estdo resumidas abaixo:

1) Aadministracdo oral do EA ndo produziu sinais evidentes de atividade farmacologica nos
animais. Os resultados mostram que a utilizacdo popular do chd de Q. amara por via oral
parece ser segura. A administracdo oral da fracdo FBut semi-purificada do EA produziu sinais
de sedacdo, anestesia e cianose apds 60 minutos de tratamento; a administracao sistémica da

FBut por via intraperitoneal foi letal apos 120 minutos.

2) A auséncia de efeitos farmacologicos no teste geral no SNC realizado neste estudo
reforca que a maioria dos compostos com acdo tdxica por via parenteral ndo deve ter sido

absorvida por via oral.

3) Na pressao arterial de ratos anestesiados, a FBut injetada por via endovenosa produziu

hipotensdo rapida e passageira, sem alterar o efeito hipertensor da noradrenalina, ou a



hipotensdo produzida pela acetilcolina. Essa diminuicéo da presséo arterial ndo foi modificada
pelo tratamento prévio com os antagonistas a-adrenérgico (prazosin) ou muscarinico
(atropina). Esses dados mostraram que a hipotensdo causada pela FBut ndo ocorre pela
interagdo do extrato com receptores aj-adrenérgicos ou M, e Ms; muscarinicos.
Provavelmente, o efeito hipotensor esta relacionado a vasodilatacdo direta no masculo liso

vascular, com diminuicdo da resisténcia periférica.

4) As fragOes purificadas F1, F3, F4, F5 e F6 relaxaram o tdnus muscular produzido pela

noradrenalina na aorta de rato, provavelmente por inibi¢ao da sintese de 0xido nitrico (NO).

5) Em preparagdes de atrio isolado de rato, 0 EA e a FBut ndo alteraram o automatismo do
atrio direito, mas aumentaram a amplitude de contracdo do atrio esquerdo de forma dose-

dependente.

6) O EA e a FBut aumentaram a amplitude de contracdo do musculo diafragma de rato sob

estimulo elétrico direto ou indireto.

7) A potenciacdo da contracdo do atrio esquerdo e a do musculo diafragma produzida pela

.....

durante o processo de excitagdo-contracao.

8) A FBut de Q. amara inibiu a atividade enzimatica da Ca®*-ATPase extraida de mésculo
esquelético de coelho. Esse efeito pode ser responsavel pela potenciacdo da contracdo da

musculatura estriada, pois a inibicdo dessa bomba retarda a recaptacdo, aumenta a



concentracdo eficaz de ions calcio livres no citosol e prolonga o tempo de interacdo das

miofibrilas contrateis, o que potencia a contracdo muscular.

9) Em ducto deferente de rato, a FBut reduziu a contracdo maxima produzida pela
noradrenalina sem alterar a ECs e sem inibir o influxo de Ca** pelo canais de célcio do tipo
L. Portanto, o efeito miorrelaxante parece ser devido a inibicao do efeito contratil em alguma

etapa intracelular.

Em conclusdo, os resultados sugerem que compostos da Quassia amara produzem
relaxamento do ténus vascular adrenérgico decorrente da ativacdo da via do NO endotelial.
Esse efeito pode estar relacionado a hipotenséo observada apos injecdo endovenosa da fracao
semi-purificada (FBut) em ratas anestesiadas. No entanto, a biodisponibilidade oral dos
extratos e fracOes ativas de Quassia amara € baixa. Caso seja comprovada absorcéo eficaz por
administracdo repetida do extrato, os efeitos descritos neste trabalho serdo indicativos

importantes da acdo hipotensora relatada na medicina popular.
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