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RESUMO

Piper aduncum (Piperaceae), nativa da regido Amaz0nica, é conhecida como pimenta-de-
macaco e aperta-rudo. E utilizada popularmente no tratamento de hemorragias, hemorroidas,
diarreia, dor de dente e inflamacg&o. Estudos fitoquimicos relatam o isolamento e identificacéo
de mais de 47 compostos de P. aduncum, sendo o dilapiol (fenilpropanoide) o principal
componente. No entanto, estudos farmacoldgicos com extratos padronizados ou substancias
isoladas sdo escassos € ndo ha relatos na literatura cientifica da padronizacdo quimica
quantitativa dos extratos de Piper aduncum estudados. Considerando essas informacoes, este
estudo propde a investigacdo cientifica de extratos padronizados de P. aduncum avaliando a
farmacodinamica e os efeitos desses extratos no sistema cardiovascular e na musculatura lisa.
Folhas de P. aduncum foram coletadas no minicampus da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM). A infusdo do po das folhas secas em &gua destilada originou o extrato aquoso (EA),
que apds particdo em n-butanol originou a fracdo butandlica (FBut). EA e FBut foram
padronizados em CLAE — UV 260 nm obtendo-se 9 picos principais com TR e amplitudes
caracteristicas no espectro de referéncia. A FBut foi purificada em CLAE preparativa,
resultando 6 fracdes (F1 a F6). Nos testes biologicos, camundongos tratados com o EA (1
g/kg) por via oral ndo apresentaram efeitos que os diferenciassem dos animais controle
tratados com &gua. Com a injecdo intraperitoneal da FBut (0,2 e 0,5 g/kg), os animais
apresentaram leve diminuicdo da deambulacdo e sedagdo nas primeiras 2 h apds a injecédo da
FBut. Em ratos anestesiados, a injecdo endovenosa do EA (1, 3 e 10 mg/mL) produziu
hipertensdo proporcional as doses; este efeito ndo foi observado com a injecdo da FBut. A
administracdo prévia do prazosin (1 mg/kg, e.v) inverteu o efeito do EA para hipotenséo,
sendo novamente revertido para hipertensdo na presenca do propranolol. A injecdo
endovenosa de adrenalina (ADR 0,1; 0,3 e 1,0 pg/mL) produziu efeito bifasico (hipertensao e
hipotensdo) na dependéncia da dose. Com a injecdo prévia do prazosin, a ADR e o EA
produziram hipotensdo, que foi revertida para hipertenséo ap6s administracdo de propranolol.
Em éatrio direito isolado de rato, EA e FBut aumentaram a frequéncia de batimentos. Em atrio
esquerdo isolado de rato, EA e FBut aumentaram a amplitude de contracéo; este efeito foi
bloqueado pelo propranolol (10° M), indicando acdo inotropica positiva mediada por
receptores Pl adrenérgicos. A atividade da Ca’*-ATPase extraida de musculo esquelético de
coelho ndo foi inibida pela FBut. Em ducto deferente de rato (DDR), a FBut inibiu a
contracdo maxima da noradrenalina de 35% sem alterar a CEso, indicando antagonismo do
tipo ndo-competitivo e excluindo uma acdo bloqueadora a-adrenérgica. Em DDR pré-
contraido com ATP, a FBut inibiu o efeito do ATP nos receptores purinérgicos P,. Em DDR
estimulado eletricamente, a FBut diminuiu a amplitude das contracfes de 60%, sugerindo um
blogueio de canais de calcio do tipo L da musculatura lisa, ou uma atividade anestésica local
nas terminacGes nervosas simpaticas. Entretanto, o influxo de calcio através de canais tipo L
em culturas de células uterinas e de cardiomidcitos de ratos ndo foi alterado na presenca da
FBut. Os resultados mostraram que o EA produz hipertensdo por ativacdo de receptores al-
adrenérgicos, hipotensdo por ativacdo de [2-adrenoceptores, inotropismo positivo e
taquicardia por estimulagdo de receptores f1-adrenérgicos. Esses resultados indicam que o
extrato de P. aduncum contém adrenalina, ou composto com atividade idéntica, com atividade
vasoconstritora capaz de interromper um sangramento, como mencionado no uso popular.

PALAVRAS-CHAVE: Piper aduncum, pimenta-de-macaco, sistema cardiovascular, musculatura lisa.



ABSTRACT

Piper aduncum (Piperaceae), native in the Amazonian Region, is known as pimenta-de-
macaco and aperta rudo. It is popularly used to treat hemorrhage, hemorrhoids, diarrhea, tooth
pain and inflammation. Phytochemical studies relate the isolation and identification of more
than 47 compounds from P. aduncum; dilapiol (phenylpropanoid) is the main compound.
However, pharmacological studies with standardized extracts and isolated compounds are
scarce and there are no scientific paper showing a quantitative chemical standardization of
Piper aduncum extracts. Considering these information, the goal of this project was to
investigate the pharmacodynamics and the cardiovascular effects of P. aduncum standardized
extracts in rodents. Plant leaves were collected at Federal University of Amazonas — UFAM.
The infusion of the dried powdered leaves originated the aqueous extract (AE), which after
partition in butanol yielded the butanolic fraction (BuF). AE and BuF standardized in HPLC-
UV 260 nm showed 9 major peaks with characteristic retention times and peak amplitudes.
BuF was purified in preparative HPLC, yielding 6 fractions (F1 to F6). Pharmacological
studies showed that mice orally treated with AE (1 g/kg) did not show any different effect
comparatively to the control water treated animals; BuF intraperitoneally injected (0.2 and 0.5
g/kg) caused slight sedation and quietness in the first 2 h after treatment. In anesthetized rats,
i.v. injection of AE (1, 3 and 10 mg/mL) produced dose related hypertension. Previous
treatment with prazosin (1 mg/kg, i.v.) inverted the AE effect to hypotension, which was
blocked and reverted again to hypertension after injection of propranolol. In control
conditions, adrenaline injection (ADR 0.1, 0.3 and 1.0 pg/mL) produced a biphasic effect
(hypertension and hypotension), dependent on the injected dose and AE (1, 3 and 10 mg/mL)
produced hypertension. After prazosin treatment, ADR and AE both produced hypotension
which was reverted to hypertension after propranolol treatment. In isolated rat left atria,
incubation of either AE or BuF increased the contraction force; the effect was blocked by
propranolol (10° M), indicating a positive inotropic effect mediated by Pl-adrenergic
receptors. In rat isolated right atrium, AE and BuF increased the heart rate, but the Ca*'-
ATPase enzyme activity in vitro was not inhibited by BuF. In rat vas deferens, BuF inhibited
noradrenaline maximal contraction by 35%; ECsy was not changed, showing a non-
competitive antagonistic interaction and excluding a a-adrenergic blockade by the plant
extracts. Similarly, in the rat vas deferens pre-contracted with ATP, incubation of BuF
inhibited the effect of ATP on purinergic P receptors. In electrically stimulated vas deferens,
BuF inhibited the contraction amplitude by 60%, suggesting either a L-type calcium channel
blockade or a local anesthetic effect on the sympathetic nerve terminals. On rat uterus cell
cultures and cardiomyocytes cells, however, the calcium influx was not changed by BuF
incubation. The results show that the AE of P. aduncum may produce hypertension by al-
adrenergic receptor activation, may produce hypotension by B2-adrenoceptor activation and
tachycardia plus positive inotropic effect by B1-receptor activation. The data indicate that the
AE may contain adrenaline, or a compound with the same pharmacological activity, which
might produce vasoconstriction to interrupt bleeding, as mentioned in folk use.

Key words: Piper aduncum, pimenta-de-macaco, cardiovascular system, smooth muscle.
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A utilizacdo de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é uma das mais
antigas formas de préatica medicinal da humanidade. H& registros sobre o emprego de plantas
medicinais na civilizacdo egipcia e nos escritos de filésofos gregos. Na idade média, os
monges beneditinos j& cultivavam plantas medicinais nos jardins dos mosteiros (MEZ-
MANGOLD, 1971).

Ainda hoje, as plantas medicinais sdo usadas como forma alternativa ou complementar
aos medicamentos da medicina tradicional. Elas sdo amplamente comercializadas em
farméacias, mercados populares e encontradas em quintais residenciais, por razdes sociais ou
econdmicas devido ao dificil acesso da populacdo a assisténcia médica e farmacéutica.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que aproximadamente
70% a 95% da populagdo dos paises em desenvolvimento da Asia, Africa, América Latina e
Oriente Médio, dependem das plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados
béasicos de saude (WHO, 2011).

Dessa forma, usuérios de plantas medicinais mantém a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas acumuladas durante séculos. De
maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em
estudos envolvendo diversas areas da pesquisa de fitoterapicos, enriqguecendo o conhecimento
da flora medicinal mundial. Estima-se que cerca de 25% das drogas comercializadas
atualmente foram direta ou indiretamente originadas de fontes botanicas (QUEZADA et al,
2005).

Devido ao grande uso de produtos de origem vegetal na medicina popular, tornou-se
imprescindivel a investigacdo cientifica sob o ponto de vista quimico-farmacolégico nesta

area, a fim de que se possa comprovar a potencialidade medicinal destas plantas.
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Porém, o uso tradicional, folclérico e mesmo o conhecimento popular de inimeras
espécies vegetais ndo sdo suficientes para validar eticamente o uso das plantas medicinais
como medicamentos eficazes e seguros. O uso de plantas ou ervas medicinais deve ser feito
com muito critério, haja vista que as mesmas possuem mais de um principio ativo e podem
levar a intoxicacdo daqueles individuos que desconhecem os efeitos indesejaveis por elas
causados.

Os estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a ideia errénea
de que produtos fitoterapicos, por serem naturais, sdo isentos de efeitos toxicos ou adversos.

Desta forma, pesquisadores foram conduzidos a buscar substancias naturais com
possiveis propriedades terapéuticas para realizagdo de estudos fitoquimicos, farmacologicos e
toxicologicos que, criteriosamente, favoregam com maior probabilidade, a descoberta de
novas substancias bioativas, e assim, valida-las cientificamente.

Nos dltimos 10 anos, o desenvolvimento de novos medicamentos com as técnicas
usuais de triagem farmacologica de muitos produtos sintéticos, ndo tem dado os resultados
esperados (SAMS-DODD, 2005). A diminui¢do do nimero de novos compostos promissores
é preocupante em todas as areas, dai a necessidade de se padronizar 0s extratos aquosos (chas)
usualmente utilizados na medicina popular, o que facilitaria o estudo da atividade
farmacoldgica e a obtencdo dos compostos ativos (purificacdo).

Recentemente, TANAE et al, (2007) descreveram um método rapido e eficiente para
padronizacdo de extratos polares por HPLC, baseando-se na preservacdo da mistura de
compostos de polaridades distintas extraidas no cha (infusdo), favorecendo a obtencdo dos
compostos ativos (purificacdo bio-orientada). Os estudos com o extrato padronizado foram
planejados para a deteccdo experimental de um grande espectro de acdo farmacoldgica, desde
testes gerais in vivo por administracdo oral dos extratos, até o estudo das fracGes purificadas

em preparacOes isoladas e em enzimas.
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A Piper aduncum L., uma planta conhecida popularmente como “pimenta de macaco”,
é amplamente utilizada na medicina popular para tratar inflamagdes e dores de estbmago
(LUSTOSA et al, 2007). Pertence a familia Piperaceae, considerada a mais importante da
ordem das Piperales.

A familia Piperaceae pertence a superordem Nymphaeiflorae, ordem Piperales e
possui cerca de 2500 espécies distribuidas em cinco géneros, de distribuicdo tropical e
subtropical, com héabitos predominantemente herbaceos e centro de diversidade localizado nas
Américas Central e do Sul (DAHLGREN, 1980, MEDEIROS, 2007; JARAMILLO;
MANOS, 2001; YUNCKER, 1958).

O Brasil possui uma grande diversidade de Piperaceae, com mais de 500 espécies,
concentradas principalmente nas Florestas Amazonica e Atléantica, distribuidas nos géneros
Piper, Peperomia e Manekia (ARIAS et al, 2006; JARAMILLO; MANOS 2001;
YUNCKER 1972).

O género Piper € um dos maiores da familia, com cerca de 260 espécies, concentradas
principalmente na Floresta Amazbnica, que abriga aproximadamente 140 espécies
(JARAMILLO; MANGQS, 2001; MAIA et al, 1998).

O nome latino Piper ¢ originario da palavra grega “peperi” que por sua vez deriva do
arabe “barbary” significando pimenta do reino (GUIMARAES, 1978). A espécie mais popular
e largamente usada como condimento é a P. nigrum, porém, muitas outras espécies possuem
atividades farmacoldgica, inseticida, ou outros usos de interesse econdmico (AGRA et al,
2007; AMORIM et al, 2007; BRANDAO et al, 2006; 2008).

A maioria das espécies desse género tem uso na medicina tradicional desde tempos
antigos, e além de despertar o interesse quimico por varios tipos de componentes secundarios

(SENGUPTA; RAY, 1987) vem sendo um estimulo para a pesquisa farmacoldgica. S&o
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atribuidas as espécies de Piper propriedades medicinais como antimicrobiana, cicatrizante,
analgésica, anti-hemorragica, adstringente, entre outras (para revisdo ver KOKOSKA et al,
2005).

Estudos fitoquimicos mostraram que o género Piper possui neolignanas, alcaloides,
lignanas, lactonas, chalconas, fenilpropanoides monolignoides (apiol, miristicina, eugenol,
safrol, dimeros de fenilpropanoides e dilapiol), amidas, flavonoides, cromanas e 6éleos
essenciais (AHMAD; TAWAN, 2002; BENEVIDES et al, 1999; FAZOLIN et al, 2005;
LUSTOSA et al, 2007; MA et al, 2004; SENGUPTA; RAY, 1987;).

Vérias especies de Piper apresentam componentes quimicos de interesse
farmacologico, podendo ser citadas: atividades antitumoral de algumas amidas e hipotensora
de Piper tuberculatum Jacq. atividade inseticida de piperona de Piper futokadzura Sieb., de
amidas de Piper nigrum, além de alcaloides e amidas de Piper longum (PARK et al, 2002;
SIMOES et al, 2000; SUNG-EUN LEE, 2000; YANG et al, 2002). Atividade
simpaticomimética direta de catecolaminas de P.marginatum Jacq. (D’ANGELO et al, 1994)
e atividade contra Leishmania amazonensis de chalconas isoladas de Piper aduncum
(TORRES-SANTOS et al, 1999).

As espécies Piper sarmentosum e Piper hispidum apresentaram efeito antimalarico
(JENETT-SIEMS et al, 1999; NAJIB NIK A RAHMAN et al, 1999).

Existem poucos trabalhos demonstrando a atividade farmacoldgica da espécie
P.aduncum. A maioria dos estudos enfoca as atividades antimicrobiana, repelente e o efeito
larvicida do 6leo volatil juntamente com diferentes extratos preparados a partir de diversas
espécies de Piper. Estudos fitoquimicos da P.aduncum relatam o isolamento de mais de 47
substancias, enquanto que os estudos detalhando seus efeitos farmacoldgicos sdo escassos,
fazendo-se necessaria uma maior investigacdo cientifica para se validar o uso popular da

planta.
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A Piper aduncum L. (Arthante adunca Miq.), é conhecida popularmente na Amazénia
e na Mata Atlantica como pimenta de macaco e aperta-rudo, respectivamente. Porém,
apresenta outras sinonimias populares como erva de jaboti, jaborandi-do-mato, matico-falso,
pimenta de fruto-ganchoso, pimenta longa, tapa buraco, falso-jaborandi e aduncum
(COIMBRA, 1958; CORREA, 1984; LORENZI, 2002). E utilizada na medicina popular de
diversos paises como adstringente, estimulante digestivo, diurético, antimalérico, sedativo,
laxante, bebida refrescante e no tratamento de hemorroidas, gonorreia, leucorreia,
hemorragias menstruais, diarreia, disenterias e dor de dente. Outros pesquisadores relataram o
uso da espécie contra dor de estbmago e também como repelente de insetos (para revisao ver
POHLIT et al, 2006). O cha feito das folhas e raizes é utilizado para tratar diarreia,
disenteria, nduseas, Ulceras, infeccbes genito-urinarias e também € usada tradicionalmente
para o controle do sangramento, como anti-hemorragico (BENNETT et al, 2002; FRANCIS,
2003; POHLIT et al, 2006). Também Orjala et al. (1993a) relataram seu uso tradicional como
antisseptico para cortes na pele e Jantan et al (2005) descreveram seu uso como hemostatico
(“péra-sangramento”).

Essa planta é considerada uma espécie passivel de cultivo e de grande importancia
para 0 desenvolvimento da Amazo6nia por suas propriedades medicinais e por ser uma fonte
sustentavel de matérias-primas quimicas para o aproveitamento industrial.

Com base nestas informacbes populares, foi proposto estudar as atividades
responsaveis pelos efeitos hemostaticos, os efeitos na musculatura lisa (laxante ou
antidiarreico) e os efeitos na preparacdo neuromuscular esquelética (atividade anestésica

local).



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos farmacoldgicos da Piper aduncum L. no sistema cardiovascular e na

musculatura lisa ndo vascular de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Purificar e padronizar o extrato aquoso (EA) de P. aduncum e sua fragdo butandlica
(FBut) em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Avaliar a acdo do EA e da FBut na musculatura cardiaca, na presséo arterial e na
musculatura lisa ndo-vascular;

Avaliar a acao das fracdes purificadas da FBut na musculatura lisa ndo vascular;
Avaliar a acao da FBut no transito intestinal;

Avaliar a acdo da fracdo butandlica (FBut) no influxo e na mobilizacdo de ions célcio

em culturas primarias de Utero e cardiomiocitos de rato .
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3.1 A espécie Piper aduncum L.

Piper aduncum L. (Figura 1) é encontrada em regifes de clima quente das Américas
tropicais. Trata-se de um arbusto que chega a atingir 2 metros de altura com folhas simples,
inteiras, cartaceas, opacas em ambas as faces, asperas na pagina superior, com a inferior
finamente pubescente, de 10 a 17 cm de comprimento. Possui flores pequenas e discretas,
reunidas em espigas alongadas, densas e curvas de 7 a 14 cm de comprimento. Multiplica-se

por sementes (CORREA, 1984; LORENZI, 2002).

\/}

Figura 01 - Pipe aduncum
Fonte: http://laflor.ifas.ufl.edu/Weeds%200f%20CR/cd/MALEZAS/FLORES/Piper-aduncum.jpg



http://laflor.ifas.ufl.edu/Weeds%20of%20CR/cd/MALEZAS/FLORES/Piper-aduncum.jpg

29

No Brasil, a Piper aduncum L. é encontrada na Floresta Amaz6nica e na Mata
Atléantica, onde habitualmente prefere as clareiras e margens ensombradas dessas matas
Umidas. Entretanto, na Amazonia esta espécie também é considerada oportunista invadindo
areas desflorestadas, crescendo rapidamente em solo areno-argiloso e com alta radiacdo solar;
apresenta rusticidade e elevada resisténcia as mudancas climéaticas (ALMEIDA et al, 2009;

SOUSA et al, 2008).

3.2 Os componentes quimicos da espécie

Das folhas de P. aduncum foram isolados cromenos (8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila; 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila; 2,2-
dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6-carboxilato de metila e acido 2,2-dimetil-2H-1-
cromeno-6-carboxilico), derivados do acido benzoico (acido 3-(3-7-dimetil-2-6-octadienil)-4-
metoxibenzoico, aduncumeno e 4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) benzoato de metila, di-
hidrochalconas (2,6-dihidroxi-4-metoxi-di-hidrochalcona, 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-di-
hidrochalcona e piperaduncina B), flavonoides (genkwanina-8-C-D-glucopiranosideo e
genkwanina-8-C-D-manopiranosil-(16)-D-glucopiranosideo);  fenilpropanoide  (dilapiol);
derivados do é&cido p-hidroxibenzoico; monoterpenos (aductinas A-E); aduncamida
(ALMEIDA et al, 2009; BALDOQUI et al, 1999; MORANDIM, 2004, ORJALA et al, 1993,
1993 a,b ) (Figura 2a,b).

O perfil quimico do 6leo essencial de P. aduncum tem sido amplamente estudado e
perfis distintos tém sido descritos em diferentes partes do mundo. Interpretacdes botanicas
erroneas e tempos de coleta variados levam a algum grau de polimorfismo quimico. O perfil
de amostras da Bolivia tem como principal constituinte o 1,8-cineol, enquanto no Panama a

espécie € rica em sesquiterpenos (cariofileno e aromadendreno). O quimiotipo frequentemente
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encontrado nas Américas, Sudeste Asiatico e Oceania tem como constituinte predominante o
dilapiol, mais registrado em espécies da Amaz6nia (ARZE et al., 2008; BIN JANTAN et al.,
1994; DE MORAIS et al, 2007; GOTTLIEB et al, 1981; KASSIM; SMITH, 1979; PINO et

al, 2004; RALI et al, 2007; VILA et al, 2005).

Piperanducina A Piperanducina B Piperanducina C
~
HO
| N 0O OH
~
N
0

Aduncamida

Figura 02 a- Substancias isoladas de Piper aduncum L.
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oo B

a-Ccopaeno a-felandreno  o-humuleno  a-muuroleno o- pineno
a-terpineno  a-terpinenoleno a-amorfeno a-selineno aplol

;

aromadendreno [-cariofileno B-elemeno [-mirceno [-pineno
-selineno calareno Cis-p-ocimeno Cis-calameno 5-cadineno
dllaplol E,E-a-farnasceno espatulenol germacreno-D-1,10-epoxido
\0
( — ) TOV N@}
germacreno-D  y-cadineno y-terpineno limoneno miristicina

nerolidol oxido de cariofileno p- cimeno piperitona
OH

safrol t-cadinol terpineno-4-ol  trans-p-ocimeno viridiflorol

Figura 02b- Substancias isoladas de Piper aduncum L.
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3.3 As atividades bioldgicas de extratos de Piper aduncum L.

A revisdo da literatura indicou poucos estudos farmacoldégicos em ratos e baixa
toxicidade dos extratos de P. aduncum. A maioria dos trabalhos mostram acGes
antimicrobianas, moluscicida, antiprotozoéria e inseticida in vitro.

Camundongos tratados com Oleo obtido das partes aéreas de P. aduncum
apresentaram toxicidade variavel com DLsg de 2.400 + 191,7 mg/kg, o que classificaria o
6leo de P. aduncum como xenobi6tico de baixa toxicidade, de acordo com a Organizacdo da
Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD, 2001). O tratamento sub-agudo de ratos
com doses repetidas do 6leo de Piper aduncum (30 dias, com doses de 120 e 240 mg/kg/dia,
v.0.)produziu alteragdes minimas no hematologico e bioquimica plasmética indicando a
seguranca de uso nas doses utilizadas (SOUSA et al, 2008).

A atividade antinociceptiva avaliada com o teste de contorc¢des induzidas por acido
acetico em camundongos tratados com 6leo essencial das partes aéreas (100 mg/kg, v.0.) n
ndo foi comprovada. Da mesma forma, os testes da atividade mutagénica ndo indicaram
genotoxicidade do 6leo (GUERRINI et al, 2009).

O oleo volatil obtido dos frutos mostrou acdo antifungica contra Cladosporum
cladosporioides com MIC (concentracéo inibitoria minima) de 10 pg (NAVICKIENE et al,
2006).

Atividade bactericida foi demonstrada com a piperaduncina (PARMAR et al, 1997),
com o extrato etandlico contra Cryptococcus neoformans e Mycobacterium intracellulare
(OKUNADE et al, 1997) e com a aduncamida contra o Bacillus subtilis e Micrococus luteus

(ORJALA et al, 1993).
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Cromenos isolados das folhas de P. aduncum apresentaram atividade tripanossomicida
contra epimastigotas de Trypanossoma cruzi (BATISTA JR et al, 2008; ORJALA et al,
1993).

Os derivados prenilados do acido benzoico (metil 3,5-bis(3-metil-2-butenil)-4-
metoxibenzoato; 4-hydroxi-3,5-bis(3-metil-2-butenil)-acido benzoico (&cido nervogénico);
benzoato de metil 4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) e o dilapiol isolados das folhas de P.
aduncum apresentaram acdo moluscicida (ORJALA et al, 1993 e 1993a).

Valadeau et al. (2009) demonstraram pela primeira vez, a atividade antiplasmodio in
vitro do 0leo essencial de folhas de P. aduncum. Substancias com atividades antiprotozoaria
isoladas de outras espécies de Piper como chalconas, amidas e derivados prenilados de acido
aromatico, apresentaram tambeém atividade antiplasmodio (FLORES et al, 2008; PORTET et
al, 2007; RUKACHAISIRIKUL et al, 2002, 2004).

O extrato aquoso das folhas apresentou atividade inseticida para larvas de segundo
instar de Aedes atropalpus e contra Sitophilus zeamais (BERNARD et al,1995; ESTRELA et
al, 2006). O dilapiol, a miristicina, o apiol e compostos terpénicos como a piperitona também
demonstraram este efeito (ALMEIDA et al, 2009; VIDAL et al, 2008). O dilapiol, foi toxico
ainda contra larvas e pupas de Anopheles darlingi, diminuindo sua sobrevivéncia e
reproducdo, e contra Aedes aegypti (RAFAEL et al, 2008). Também mostrou atividade
larvicida e inseticida contra Anopheles marajoara e Aedes aegypti com 100% de mortalidade
das larvas ap0s 48 h de exposicdo, na concentracao de 100 ppm (ALMEIDA et al, 2009).

A 2’,6’-di-hidroxi-4’-metoxichalcona (DMC), isolada da inflorescéncia de P.
aduncum, diminuiu in vitro a viabilidade de promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis. Este efeito ndo afetou a resposta proliferativa dos linfonodos ou sua viabilidade,
demonstrando que o DMC € seletivamente tdxico aos parasitas, mas ndo as células de

mamiferos (TORRES-SANTOS et al, 1999 a,b).
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3.4 A Neurotransmissao simpatica e musculatura lisa do ducto deferente de

rato (DDR)

O sistema nervoso simpatico controla multiplas funcGes fisiol6gicas por meio de
mecanismos pré e pos-sinapticos envolvendo alvos farmacoldgicos protéicos como
receptores, canais ibnicos, transportadores e enzimas.

As disfuncbes simpaticas pré e pos-sinapticas na fisiopatogenia da hipertensao arterial
mostradas em estudos experimentais e clinicos contribuiram para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas e estudos da fisiofarmacologia da transmissdo autondémica em tecidos
ricos em inervacao simpatica.

O ducto deferente (DDR) tem sido utilizado como modelo para estudo de diferentes
aspectos da neurotransmissdo simpatica, desde a co-transmissdo adrenérgica envolvendo a
liberacdo conjunta de noradrenalina, de ATP e de neuropeptideo Y, a neuromodulacdo pre e
pos-juncional (BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2010; WANIGASEKARA et al,2003;
MAJCEN et al, 1984).

No DDR de mamiferos chama a atengcdo a exuberante inervacdo simpatica. O ducto
deferente é densamente inervado por fibras nervosas simpaticas pés-ganglionares do nervo
hipogastrico, juntamente com algumas fibras nervosas colinérgicas (FERRY, 1967;
HUKOVIC, 1961). Essas caracteristicas fazem do DDR uma preparacdo ndo-vascular
importante para o estudo de substdncias com atividade simpatomimética que interferem
diretamente com a contracdo do musculo liso (LAPA et al,2008).

A distribuicdo assimétrica da inervacdo autondmica do DDR tem importantes
implicacBes na neurotransmissdo, visto que a estimulacdo elétrica transmural dos terminais

nervosos simpéticos produz respostas contrateis com perfil distinto na porgdo prostéatica e
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epididimal, onde predominam as inervagdes purinérgica e adrenérgica, respectivamente

(SNEDDON; MACHALY, 1992).

3.4.1 Mecanismos de contracdo do musculo liso

O masculo liso é encontrado principalmente nas paredes dos 6rgdos ocos (vasos,
bexiga e utero) e tubos (ureteres e bronquiolos), onde sua contragdo muda a forma do 6rgéo.
O masculo liso vascular é o principal responsavel pelo ténus basal do sistema cardiovascular
e importante para a manutencdo da homeostase. Alteracfes dessa musculatura estdo ligadas a
diversas doencas, tais como hipertensdo arterial, infarto do miocardio, asma e acidentes
vasculares cerebrais. Portanto, o estudo do mecanismo de acoplamento excitacdo-contracao
no musculo liso é fundamental para a compreenséo e o tratamento de doencas desse sistema
(PAIVA; FARIAS, 2005).

No musculo liso, a transmissdo do sinal originado na membrana plasmatica para
promover a contracdo, € feita através de acoplamento eletromecanico ou farmacomecéanico,
ambos levando ao aumento do calcio intracelular. O primeiro € devido a despolarizacdo da
membrana, ativando canais de calcio voltagem-dependentes (do tipo L); e o segundo resulta
da interacdo de agonistas como noradrenalina, endotelina-1 e angiotensina-11 com proteinas
receptoras localizadas na membrana da célula, ligadas a proteina G (WYNNE et al, 2010;
VOROTNIKOQV et al, 2002; COLLIER et al, 2000).

A ativacdo desses receptores ativa a fosfolipase C liberando o inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 libera calcio do reticulo sarcoplasmatico e 0 DAG causa
a ativacdo da proteina quinase C (PKC), aumentando a conduténcia dos canais de calcio
transmembranais. O calcio intracelular, ao ligar-se a calmodulina, altera a sua conformacéo,

permitindo sua interagdo com a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), deslocando a
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sequéncia autoinibitéria da MLCK que fosforila a cadeia leve regulatéria da miosina (RLC).
Esta fosforilacdo da RLC determina que os sitios de alta afinidade para actina, presentes na
cabeca da miosina, fiquem disponiveis para interacdo (PAIVA; FARIAS, 2005; PFITZER,
2001; DILLON, 1981).

A exposicdo dos sitios ativos promove a ligagdo da miosina com a actina, seguida pela
mudanca do angulo de orientacdo do complexo actomiosina, 0 que promove o deslizamento
de um filamento sobre o0 outro produzindo a formacao de pontes cruzadas. O desenvolvimento
da tensdo do musculo depende da ativacdo da miosina pela fosforilagdo direta e da ativacdo da
actina, pela saida do complexo tropomiosina/ caldesmon, induzida pela calcio/calmodulina
(BERRIDGE, 2004; BERRIDGE et al, 2003).

A energia gasta nesse processo vem do ATP liberado pela miosina ATPase ap0s sua
interacdo com a actina. A quantidade de tensdo gerada € diretamente proporcional ao nimero
de pontes cruzadas formadas, que por sua vez, € proporcional a concentracéo intracelular de
calcio. Quando a concentracdo intracelular de calcio diminui, a RLC é desfosforilada pela
MLCK. No estado desfosforilado, a miosina ainda pode interagir com a actina, mas as unides
sdo chamadas pontes trancadas (latch-bridges) e ndo pontes cruzadas (cross-bridges). As
contragBes do musculo liso séo do tipo tdnicas, desenvolvendo-se lentamente e mantendo um
tdnus constante, com pouco consumo de ATP (MURPHY, 2000; HARTSHORNE et al,1999;
LUKAS, 1998).

Para manter baixa a concentracdo intracelular de célcio, a célula estoca a maior parte
do célcio dentro do reticulo endo/sarcoplasmatico através da SERCA (célcio ATPase do
reticulo endo/sarcoplasmatico) e transporta o restante para 0 meio extracelular atraves da acéo

da ATPase da membrana plasmatica (PAMCA).
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3.4.2 Simpatomimeéticos e simpatoliticos

3.4.2.1 Os simpatomiméticos

O sistema nervoso simpéatico é um sistema de gasto de energia e sua funcéo geral € a
adaptacdo do organismo para as atividades corporeas, pois 0 estimulo deste sistema conduz a
uma resposta de luta ou fuga, em situacbes de alerta fisica ou psiquico-emocional,
caracterizada por um aumento da frequéncia cardiaca, da pressdo arterial e da respiracao,
assim como, do aumento do fluxo sanguineo para os musculos esqueléticos e midriase.

Os simpatomiméticos sdo considerados bases fracas que imitam os efeitos dos
horménios fisiologicos adrenalina e noradrenalina, que por sua vez sdo também conhecidas
como aminas simpaticomiméticas ou catecolaminas enddgenas (FERREIRA, 1999;
MALAMED, 1997).

A ativacdo do fluxo simpatico, em situacdes de alerta fisico ou psiquico emocional,
também causa secrecdo das catecolaminas enddgenas pela medula supra-renal
(SILBERNAGL, 2003).

Os simpatomiméticos contraem a maioria das arteriolas e veias, podendo ser utilizados
localmente para reduzir hemorragias, descongestionar mucosas, diminuir a difusdo de drogas
tais como anestésicos locais, e reduzir a formacdo de humor aquoso para diminuir a pressao
intra-ocular no glaucoma (BRODY, 2006; COSTANZO, 2007).

O efeito vasoconstritor da adrenalina foi observado pelos fisiologistas no inicio do
seculo XX. Em 1909, Dale e Dixon injetaram extrato de carne putrificada, onde existem
catecolaminas, em animais experimentais e observaram um aumento da pressdo arterial. O
uso da adrenalina no choque foi relatado na primeira guerra mundial, mas a falta de

monitorizacdo adequada da presséo arterial impediu uma avaliacéo fidedigna de seu efeito.
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No final de 1940, os clinicos comecaram a admininstrar adrenalina e noradrenalina em
humanos e relataram os potentes efeitos cardiovasculares (FILHO, 2001).

Ao longo da dltima metade do século passado, ficou claro que as acdes da
noradrenalina (Nor) e adrenalina (Ad) sdo mediadas por multiplos subtipos de receptores
adrenérgicos, cada um codificado por genes distintos, agrupados em quatro familias (o4, oy,
B1, B2). Os receptores adrenérgicos sdo encontrados na maioria dos tecidos do corpo. A
ativacdo dos receptores o por uma droga simpaticomimética produz uma resposta que inclui a
contragcdao do musculo liso dos vasos sanguineos (DOCHERTY, 1998). Ja a ativacdo dos
receptores beta produz relaxamento do masculo liso (vasodilatacdo e broncodilatacdo) e a
estimulacéo cardiaca (aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracao).

Os agonistas que interagem diretamente nos receptores adrenérgicos, conhecidos como
simpatomiméticos de acdo direta, mimetizam alguns dos efeitos da ativagdo do sistema
nervoso simpatico, por ligacéo e ativacdo de subtipos especificos de receptor.

Os simpatomimeticos de acdo indireta ndo ativam 0s receptores diretamente, mas
facilitam a liberacdo de noradrenalina dos neurdnios simpaticos ou bloqueiam a sua recaptura
neuronal de alta afinidade. Para exercer esse efeito, uma amina simpatomimética deve
penetrar previamente no neurénio noradrenérgico. Drogas nao-polares, lipossolUveis, podem
difundir-se pela membrana neuronal, enquanto substancias polares, hidrossoluveis, dependem
de captacdo ativa de alta afinidade do transportador de Nor.

Dentre as aminas simpaticomiméticas comumente usadas como vasoconstritores, a
adrenalina é a mais potente. Quando atua sobre receptores adrenérgicos, provoca
vasoconstricdo periférica; sobre os B, provoca vasodilatacdo na musculatura esquelética e
broncodilatacdo; e sobre os B; causa aumento da frequéncia cardiaca (FERREIRA, 1999;

MALAMED, 1997; SALOMAO, SALOMAO, 1996).



39

3.4.2.2. Os Simpatoliticos

Os inibidores do sistema simpatico ou simpatoliticos sdo os farmacos que inibem a
transmissdo adrenérgica em locais distintos, desde o sistema nervoso central até a célula
efetora (vasos, coragdo, rins, etc.), localizada na periferia. Esses inibidores podem ser
classificados de acordo com o local onde ocorre a inibi¢do do sistema simpatico. Desse modo,
tém-se 0s agonistas dos receptores alfa 2 (que agem essencialmente no sistema nervoso
central), antagonistas dos receptores beta (que atuam tanto no sistema nervoso central, como
na periferia), os bloqueadores dos receptores nos ganglios adrenérgicos (ganglioplégicos) e
neurdnios pos-ganglionares, e finalmente, os que bloqueiam o fluxo simpético essencialmente
na periferia (TAVARES, PLAVNIK, 1998).

Os primeiros antagonistas bloqueavam os receptores alfa (fentolamina) ou beta
(propranolol), enquanto atualmente, existem drogas que blogueiam especificamente
receptores a3 (prazosina), o (ioimbina) ou B; (metoprolol), e atuam como antagonistas
competitivos que inibem direta ou indiretamente, de modo seletivo, certas respostas da
atividade nervosa simpatica da adrenalina, da noradrenalina e de outras aminas
simpaticomiméticas e consequentemente diminuindo a pressao arterial.

O protétipo de droga que bloqueia o receptor a-adrenergico é a fentolamina, o que
significa que o bloqueio pode ser sobrepujado pelo aumento da concentracdo de agonista. O
bloqueio dos receptores a com esta droga promove leve diminuicdo da pressdo sanguinea,
porém é acompanhado por aumento reflexo da frequéncia cardiaca.

Os blogueadores alfal sdo farmacos que diminuem a pressdo arterial por bloquearem
0s receptores alfal nas arteriolas e vénulas, levando a potente vasodilatacdo arterial. A alta
seletividade apresentada pelos receptores alfal parece explicar a menor taquicardia causada

por esses agentes quando comparados a fentolamina, um alfabloqueador ndo-seletivo.
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A teratozina, a doxazosina e 0 prazosin sdo exemplos de antagonistas seletivos de
receptores aj-adrenérgicos com perfis farmacoldgicos similares, porém com algumas
diferengas farmacocinéticas. Pelo bloqueio de receptores aj-adrenérgicos em arteriolas e
veias, tais farmacos reduzem a resisténcia vascular periférica e baixam a pressdo sanguinea e
por isso sdo usadas no tratamento da hipertensao. Estes causam menos taquicardia do que os o
antagonistas ndo-seletivos, pois os receptores o, que reduzem a liberacdo de Nor, ndo sdo
bloqueados por tais farmacos. Antagonistas dos receptores aj-adrenérgicos também relaxam a
musculatura lisa da prdstata e bexiga e por isso, aliviam a retencdo urinaria na hiperplasia
prostatica (TAVARES, PLAVNIK, 1998; BRODY, 2006).

Resultados de estudos em animais indicam que o efeito hipotensor do prazosin é
devido a vasodilatacdo que € dependente de dois componentes discerniveis de acdo da droga:
(1) relaxamento direto do masculo liso vascular e (2) interferéncia com a funcdo simpatica
periférica ao receptor alfa-adrenérgico. (CAMBRIDGE, D.; et al, 1977, CONSTANTINE,

1975).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Cambridge%2BD%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Constantine%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1197141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Constantine%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1197141
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Os betabloqueadores adrenérgicos foram inicialmente usados para tratar arritmias e
angina, mas posteriormente foram avaliados como medicagdo anti-hipertensiva, e se
consagraram nos anos 1980 e 1990 como uma das principais medicacfes para o tratamento da
hipertenséo arterial. Com relacdo aos efeitos no sistema cardiovascular, inibem as respostas
cronotrépicas, inotropicas e vasoconstritoras a acdo das catecolaminas epinefrina e
norepinefrina nos receptores beta-adrenérgicos (PETERSON, 2006).

Essencialmente, existem trés classes de betabloqueadores: os que bloqueiam os
receptores betal e beta 2 inespecificamente, aqueles que bloqueiam preferencialmente os
receptores betal aos beta2 e aqueles que apresentam atividade simpatomimeética intrinseca.
Ha, no entanto, outra classe de betabloqueadores, que apresenta antagonismo alfal
concomitante. Todos os trés estdo ligados as proteinas Gs, que, por sua vez, estdo unidas a
adenilato ciclase. A ligacdo do neurotransmissor aos receptores provoca aumento na
concentracdo do segundo mensageiro celular, monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). Na
mesma direcdo, os efetores do AMPc incluem proteina quinase dependente de AMPc (PKA),
que medeia alguns dos eventos intracelulares apos a ligacdo do horménio. O efeito final da
ativacdo do receptor depende da sua localizacdo no orgdo-alvo. (BORTOLOTTO;
CONSOLIM-COLOMBO, 2009, MAPETERSON, 2007; TAVARES, PLAVNIK, 1998)

Os beta-blogueadores inespecificos bloqueiam tantos os receptores adrenérgicos Bl,

encontrados principalmente no miocardio, quanto os B2, encontrados no musculo liso, nos
pulmdes, nos vasos sanguineos e em outros 6rgdos. Em consequéncia, apresentam efeitos
periféricos mais acentuados como aumento da resisténcia arterial periférica e
broncoconstricdo. Os exemplos mais utilizados desta categoria sdo propranolol, nadolol e
timolol.

O propranolol é o protétipo dos betabloqueadores inespecificos e, inicialmente,

diminui a pressdo arterial por diminuir o débito cardiaco. A longo prazo, o débito cardiaco
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retorna ao normal e a resisténcia periférica total diminui, mantendo a pressdo arterial baixa. A
menor resisténcia periférica é atribuida ao bloqueio dos receptores beta no sistema nervoso
central e & menor secrecdo de renina pelos rins, uma vez que a inervacdo adrenérgica para o
aparelho justaglomerular ocorre por estimulagdo dos receptores betal.

Os betablogueadores cardiosseletivos como metoprolol e atenolol bloqueiam apenas

0s receptores beta 1 adrenérgicos, presentes em maior parte no cora¢do, no sistema nervoso e
nos rins e, portanto, sem os efeitos de bloqueio periférico indesejaveis. No entanto, sdo 50 a
100 vezes menos potentes do que o propranolol.

Os betabloqueadores com atividade simpatomimética intrinseca como o pindolol e

acebutolol possuem atividade agonista parcial. Assim, diminuem a presséo arterial por reduzir
a resisténcia vascular periférica e deprimem menos o débito e a frequéncia cardiaca do que os
outros betabloqueadores, por estimular, mais do que bloguear, os receptores beta 2.

Os betablogueadores com antagonismo alfal (acdo vasodilatadora) manifestam-se por

antagonismo ao receptor alfa 1 periférico, como o carvedilol e o labetalol, e por producéo de
oxido nitrico, como o nebivolol. A pressédo arterial diminui com o labetolol devido a reducéo
da resisténcia periférica total, sem alteracdes significantes da frequéncia cardiaca e do débito
cardiaco. Devido ao bloqueio concomitante beta e alfa, o labetalol é indicado no tratamento

da hipertensao do feocromocitoma e nas emergéncias hipertensivas.



4 MATERIAL
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4.1 Material botanico

O material vegetal utilizado no presente estudo foram folhas de P. aduncum. As folhas
foram coletadas no Mini Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e
determinada sua geoposicdo a 3°06°01.01” de latitude e 59°58°37.68” de longitude (Figura 3)
em dezembro de 2010. A planta a ocasido da coleta mostrava-se abundantemente florida,
propiciando assim o fornecimento de material para identificacdo e confeccdo de exsicata, que
foi depositada no Herbario da Universidade Federal do Amazonas (HUAM) sob nimero NH-
8705. As folhas foram secas a sombra e ao abrigo da luz por 5 dias. Ap6s secagem, as folhas

foram trituradas e estocadas em sacos plasticos protegidos da luz e umidade.

©2011}Europa‘Technologies T
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Figura 03 - Area de coleta das folhas de Piper aduncum L.
Mini campus da Universidade Federal do Amazonas, Manaus/AM, nas coordenadas: latitude
3°06°01.01” e longitude 59°58°37.68”. Fonte: MapLink Tele Atlas, 2011.
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4.2 Material Biologico

Nos testes farmacoldgicos foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus)
machos e fémeas adultos pesando 250 - 300 g e camundongos Swiss machos (Mus musculus)
adultos pesando 30-45 g, fornecidos pelo biotério do Centro de Biotecnologia da Amazdnia
(CBA). Também foram utilizados coelhos albinos pesando entre 1,5 e 2,0 kg de fornecedores
credenciados. Todos os protocolos experimentais foram realizados segundo os 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

4.3.1 Farmacos, reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados nesse estudo foram de grau analitico ou
espectrofotométrico: Acetilcolina (Sigma-Brasil), acetonitrila (Merck - Brasil), acido
ascorbico P.A (Vetec - Brasil), acido borico (Synth - Brasil), acido cloridrico P.A (Nuclear -
Brasil e Vetec - Brasil), acido fosforico 85% P.A (C.P.Q), adrenalina, agarose (Conda-Low
EEO), albumina de soro bovino, atropina (Sigma), bicarbonato de sodio P.A (C.P.Q), butanol
(Synth - Brasil), D-tubocurarina (Sigma - Brasil), colagenase tipo 1A, cloreto de magnésio
P.A (Merck - EUA), cloreto de potassio (Vetec - Brasil), cloreto de sddio P.A (Merck -
Brasil), EDTA (Fluka - Suica), estreptomicina, éter etilico P.A (Nuclear -Brasil), EGTA
(Sigma), glicose P.A (C.P.Q), ionoforo A23187 (Sigma-Brasil), noradrenalina (Sigma),

penicilina, pentobarbital (sigma), prazosin (Sigma), probenecida, propranolol (Sigma),
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sacarose P.A (Queel-Brasil), soro de cavalo, soro fetal bovino, tapsigargina (Sigma), tris-HCI

(Sigma), tris maleato (Sigma), trifostato de adenosina (Sigma), tripsina , verapamil .

4.3.2 Composicgéo das solucbes

D-MEM (mg/L): Gibco Life Technologies: CaCl, 200; Fe (NOs)s 0,1; KCI 400;
MgSO,7H,0 200; NaCl 6400; NaH,PO, 125; NaHCO3; 3700; L-arginina HCI 84; L-cistina
62570; L-glutamina 548; glicina 30; L-histamina HCI H20 42; L-ISOLEUCINA 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;
nicotinamida 4; piridoxal HCI 4; riboflavina 0,4; tiamina HCI 4; glicose 1000; piruvato de
sodio 110; vermelho de fenol 15; gentamicina 40; cloreto de colina 4; D-glucose 3500.

Liquido nutritivo de Tyrode: NaCl 135,0 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.

Liquido nutritivo para vesicula (LNV): NaCl 138 mM; KCI 5,7 mM; NaHCO; 15
mM; NaH,PO, 0,4 mM; glicose 5,5 mM; CaCl, 1,8 mM.

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

Tampao de reacdo para Ca*-ATPase: tris-maleato 50 mM, pH 7.4; MgCl, 8 mM;
KCI 120 mM; EGTA 1 mM; ionoforo A23187 10 uM; CaCl, 1 mM, ATP 5 mM.

Solugdes para a extracdo de Ca?*-ATPase de musculo esquelético

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

Solucéo I1: MOPS 10 mM, KCI 0,6 mM, pH 7,0

Solucgéo I11: MOPS 10 mM, sacarose 30%, pH 7,0
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Solugdo de HBSS (mM): KCI 5,4; KH,PO4 0,4; NaCl 136,9; Na;HPO4 0,34; D-
glucose (1mg/mL); NaHCO3 4,2 mM.

Tampao para dosagem de proteina: tris/HCI 100 mM; pH 7,4; trizma base 12,1 g;
HCI6 N 13,8; EDTA 200 mM, pH 8,0.

Reagente de Bradford: Coomassie Brilliant Blue 0,01%; etanol 4,7% e &cido

fosforico 8,5%.



5 METODOS
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5.1 Métodos fitoquimicos

5.1.1 Preparacdo do extrato aquoso das folhas de P. aduncum (infuso a 2,5%)

O po6 (2509) das folhas secas da planta foi extraido por infusdo em agua destilada a 72
°C, com agitagdo a cada 10 minutos, durante 30 minutos, dando origem ao extrato aquoso
(EA). O EA foi filtrado, concentrado em rotaevaporador a vacuo a 50°C e liofilizado,

calculando-se o rendimento. O p6 obtido foi mantido em dessecador e ao abrigo da luz.

5.1.2 Preparacéo da fracdo butandlica (FBut)

O EA (7,5 g) foi suspenso em 500 mL de agua e extraido em funil de separagdo com
porcdes de 300 mL de butanol, por trés vezes. Desse processo de particdo foram obtidas as
fracOes butandlica (FBut) e aquosa (FA), que foram concentradas em rotaevaporador a 50°C,

liofilizadas e mantidas em dessecador.

5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)

A padronizacdo e purificacdo dos extratos e fracdes de P. aduncum, em CLAE foram
realizadas pela Dra. Mirtes Midori Tanae.

O EA e FBut de P.aduncum foram padronizados em um sistema de cromatografia
liquida analitica (Shimadzu — Japdo) composto por duas bombas injetoras LC-20AT, mddulo
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.



50

A fase mdvel 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 pum 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.

5.1.4 Purificacdo da fracdo butanolica (FBut) de P. aduncum 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 duas bombas injetoras LC-8A, controlador
SCL-8A, integrador CR4A, coletor de fracbes (FCV-100B) e detector espectrofotométrico
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 pm,
em fluxo constante de 8,0 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 fracdes.
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5.2 Atividade farmacologica

5.2.1 Triagem farmacoldgica geral — Teste hipocratico (IRWIN, 1968;

MALONE; ROBICHAUD, 1962)

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: contor¢Bes abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral, locomogéo, tonus
muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivacdo, secrecdo brénquica, convulsdes e
mortes.

Camundongos machos ou fémeas foram divididos em grupos (n=6) e tratados por via
oral ou intraperitoneal. No primeiro, o grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) e 0
grupo experimental com EA (1 g/kg, v.0.). No segundo, um animal controle foi injetado com
salina (0,9%, i.p.), em volume igual ao da maior dose do extrato, e 0 grupo experimental com
FBut (200 e 500 mg/kg, i.p). Apbs os tratamentos, os efeitos gerais foram observados e a
analise da resposta comportamental dos animais realizada aos 30 minutos, 1, 2 e 3 horas apds
os tratamentos. As observacdes foram continuadas apos 24 horas para verificacdo de efeitos

residuais, recuperacdo ou morte dos animais.
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5.2.2 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P.aduncum em musculo liso

5.2.2.1 Transito Intestinal

Camundongos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados
com FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo) e mantidos em jejum de 16 horas. Decorridos
60 minutos dos tratamentos foi administrada uma suspensdo de carvéo ativado (5%, 0,1
mL/10g, v.0) em todos os animais. Ap6s 30 minutos, os animais foram mortos sob anestesia
etérea e o intestino delgado totalmente removido. A distancia percorrida pelo carvdo no grupo
controle e nos grupos tratados com FBut foi medida relativamente ao comprimento total do

intestino delgado.

5.2.2.2 Jejuno de Rato

Ratos adultos foram anestesiados com éter e mortos por deslocamento cervical. Em
seguida, foram fixados em placa de cortica. A luz intestinal do jejuno isolado foi lavado com
Tyrode e os tecidos circunjacentes foram retirados. Cerca de 2 cm do 6rgéo foi posicionado
em cuba de contracdo contendo Tyrode carbogenado (O, 95% e CO, 5%) a 30° C, sob tensdo
de 1 g e pH 7,4. Apos estabilizacdo por 30 minutos, foram feitas curvas concentracdo-efeito
de acetilcolina (10® a 10 M) antes e ap6s 15 minutos da incubacio da FBut na concentragdo
de 100 pg/mL. Em algumas preparagdes, seguiu-se o protocolo descrito acima, porém, apos a
estabilizacdo por 30 minutos foram incubadas cumulativamente as concentracfes de 10, 30,

100 e 300 pg/mL de FBut).
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As contracOes isométricas do 6rgdo foram registradas com auxilio de um transdutor de
forca conectado a um aparelho Power Lab (AD Instruments), operado por software

ChartProb5.

5.2.2.3 Ducto deferente de rato (DDR)

Ratos machos foram anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical.
Os ductos deferentes foram removidos e transferidos para placa de Petri contendo liquido
nutritivo para vesicula (LNV) a 30°C. Os tecidos conectivos e vasos sanguineos foram
removidos e a secrecdo luminal lavada com o liquido nutritivo. A por¢éo prostéatica foi isolada
e montada em cuba de vidro contendo LNV e mistura carbogénica a 30 °C, sob tensdo de 1,0
g. Apos estabilizacdo por 30 minutos, foram realizadas curvas concentracdo-efeito de
noradrenalina (10® a 10 M) antes e 10 minutos apés a incubacdo da FBut nas concentracoes
de 30 e 100 pg/mL ou curvas concentracdo simples de ATP (1 mM) na auséncia e na presenca

de FBut 300 pg/mL.

5.2.2.4 Ducto deferente de rato (DDR) estimulado eletricamente

Ratos machos foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical. Os ductos
deferentes foram removidos e dissecados conforme descrito acima. A porcdo prostatica foi
isolada e amarrada em haste de vidro contendo dois eletrodos de platina paralelos e imersos
em cuba para 6rgdo isolado contendo 5 mL de LNV carbogenado a 30 °C. Uma das
extremidades do DDR foi presa a um transdutor de forca ML T050/D (ADInstruments-USA)
para registro das contraces. O transdutor foi conectado a um amplificador acoplado ao

sistema de aquisicdo de dados digitais Powerlab 4/25(ADInstruments-USA) e operado por
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computador, utilizando software LabChart verséo 6.1.3 para a digitalizacdo dos dados. Para
estimulacdo elétrica do DDR, o eletrodo foi conectado a um estimulador elétrico (Grass SD9,
USA).

A preparagdo foi submetida a tensdo de 1 g e apds 30 minutos foram feitas curvas
cumulativas de noradrenalina (10® a 10° M). Apés lavagem, o 6rgéo foi estimulado com
pulsos de 0,2 Hz, 60 V e 2 ms. Ap6s 30 minutos de estabilizacdo, a FBut 300 pg/mL foi
incubada por 10 minutos. O estimulo elétrico foi interrompido e foi realizada nova curva
cumulativa de noradrenalina (10® a 10®M) na presenca da FBut.

Em algumas preparacGes, seguiu-se o protocolo descrito acima, porém, apés 30
minutos da estabilizacdo das contracdes obtidas por estimulacao elétrica foi incubada durante
15 minutos a fracdo F1 na concentracdo de 30 pg/mL). Também foram testadas as fracdes (F1
a F6) nas concentracdes de 1, 3, 30 e 100 pg/mL ou FBut (10, 30, 100 e 300pg/mL) no ducto

deferente de rato apos 30 minutos da estabilizacdo da estimulacdo transmural.
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5.2.3 Efeito do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de P.

aduncum no musculo cardiaco

5.2.3.1 Registro da pressao arterial em ratos anestesiados

Ratas normotensas foram anestesiadas com uma mistura de pentobarbital (50 mg/kg,
i.p) e uretana (600 mg/kg, i.p.). Em seguida, foram fixadas em decubito dorsal, canulando-se a
veia iliaca para a injecdo de drogas e a artéria car6tida para o registro da pressao arterial. As
variagOes pressoricas foram medidas com um transdutor de pressdo e registradas em um
computador, utilizando software Chart 5 Pro (AD Instruments). Nessas preparagdes, foram
obtidas curvas dose-resposta a FBut (1, 3 e 10 mg/kg, e.v.) ou EA (1, 3 e 10 mg/kg) e aos
agonistas padrdo noradrenalina ou adrenalina (0,1; 0,3 e 1 pg/kg, e.v.). Apés a escolha da
dose média do EA e dos agonistas padrdo, os efeitos foram comparados em doses injetadas

antes e ap6s o blogueio com prazosin (1 mg/kg, e.v.) e/ou propranolol (1 mg/kg, e.v.) .

5.2.3.2 Efeito na frequéncia de batimentos em atrio direito isolado de rato

Ratos machos foram anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical.
Ap0s toracotomia, o coracdo foi removido e imerso em liquido nutritivo. O éatrio direito
isolado foi montado em cuba de 5 mL com Tyrode aquecido a 35 °C e aerado continuamente
com mistura carbogénica (95% O, + 5% CO,), sob tensdo inicial de 1 g. Ap6s 30 minutos de
estabilizacdo, o EA (10, 30, 100 e 300 pg/mL) ou FBut (10, 30 e 100 pg/mL) foram
incubados cumulativamente em concentracdes crescentes a cada 10 min. Os batimentos foram
registrados através de transdutor isométrico (GRASS-FT), em Powerlab 4/25(AD

Instruments-USA). Os resultados foram apresentados em batimentos por min (BPM) e
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comparados a frequéncia de batimentos basal (controle) antes da incubagdo do EA ou FBut.
Em algumas preparaces foi testada a FBut (100 pg/mL) na auséncia e na presenca de
propranolol (10° M). Os resultados foram apresentados como porcentagem de BPM das

contracOes antes e apds a adicdo da FBut.

5.2.3.3 Efeito na forca de contragdo em atrio esquerdo de rato estimulado

eletricamente

Ratos machos foram anestesiados superficialmente com éter e mortos por
deslocamento cervical. Apos toracotomia, o coracdo foi removido e imerso em liquido
nutritivo. O atrio esquerdo isolado foi montado em cuba de 5 mL com Tyrode aquecido a
35°C e aerado continuamente com mistura carbogénica (95% O, + 5% CO,), sob tensdo
inicial de 1 g.

O orgdo foi estimulado eletricamente com frequéncia de 1 Hz e duracdo de 2 ms,
através de eletrodos de platina imersos na cuba. As contracBes foram registradas por um
transdutor isomeétrico (GRASS-FT) e digitalizadas em Powerlab 4/25 (ADInstruments-USA).
Apo6s 30 minutos de estabilizacdo, o EA (10, 30, 100 e 300 pg/mL) ou FBut (10, 30 e 100
pg/mL) foram incubados. Somente uma concentracdo foi testada por preparagdo. Em
algumas preparacgdes, 0 EA (300 pug/mL) ou FBut (100 pug/mL) foram testados na auséncia e
na presenca de propranolol (10 M). Os resultados foram apresentados como porcentagem da

amplitude basal (controle) das contracdes antes da adi¢do do EA ou da FBut.
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5.2.4 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P aduncum na atividade da Ca**-

ATPase (SERCA 1)

5.2.4.1 Isolamento da Ca®*- ATPase

A Ca?*- ATPase do reticulo sarcoplasmatico do musculo esquelético (SERCA 1) foi
extraida dos musculos da coxa de coelho (1,5-2 kg) pelo método descrito por Kosk-Kosicka
(1999). Todas as etapas foram realizadas a 4°C. O animal foi submetido a eutanasia com altas
doses de pentobarbital (> 100 mg/kg, i.p.) de acordo com as normas do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional. Os musculos das duas coxas foram removidos e transferidos para
béquer contendo EDTA 0,1 mM, dissecados e lavados uma vez com agua destilada gelada. Os
musculos foram cortados e homogeneizados em tampéo MOPS (170 g: 510 mL solucéo I), pH
7,0 por 5 min e 0 homogenato foi centrifugado a 15.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em gaze e o filtrado centrifugado a 40.000 x g por 90 minutos. O pellet foi
suspenso em solucdo Il, homogeneizado em homogeneizador de vidro e o material foi
mantido em camara fria por 40 minutos. A suspensdo foi posteriormente centrifugada a
15.000 x g por 20 minutos e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 40.000 x g por 90
minutos. O pellet final foi suspenso na solugdo Il e mantido em freezer -80 °C até a

realizacdo dos ensaios de atividade enzimatica.
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5.2.4.2 Medida da atividade da Ca**-ATPase

A atividade da Ca**-ATPase foi determinada de acordo com o método de Fiske e
Subbarow (1925) adaptado, utilizando microplaca transparente de fundo chato de 96 pogos. A
velocidade de hidrolise enzimatica do ATP foi determinada colorimetricamente por
quantificacdo de fosfato inorgéanico (Pi) resultante da hidrdlise do ATP em func¢do do tempo
(MURAKAMI et al.,1992). As amostras membranares contendo 0,6 pg de proteina em
tampao tris-maleato 50 mM foram incubadas na auséncia e na presencga de FBut ( 3, 10, 30 e
100 pg/mL) em volume final de 75 pL/pogo. A reacdo foi iniciada com 7,5 uL de ATP 30
mM a 37°C. Apds 10 min, a reacdo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% sob banho de
gelo. Adicionou-se 200 pL de reagente de molibdato de aménio (15 mL/0,36 g de acido
ascorbico, segundo Hossein et al., 1993) e incubou-se a 37 °C por 10 minutos. A tapsigargina
(0,01 a 1,0 uM) foi utilizada como controle positivo. As leituras das absorbancias foram feitas
a 820 nm em leitor de placa Spectramax M2 (Molecular Devices) e a atividade enzimatica foi

expressa em pmol Pi/mg proteina/min.



59

5.2.4.3 Determinacdo do teor de proteina

A concentracdo de proteinas nas 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. As determinacOes foram feitas em triplicata e as leituras
realizadas em espectrofotdbmetro 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).

5.2.5 Efeito da fracdo butanolica (FBut) de P. aduncum na medida do célcio
citosélico livre em culturas primarias de celulas de Utero e cardiomiocitos de

rato

5.2.5.1 Cultura de musculo cardiaco de rato

Ratos recém-nascidos (1 dia de vida) machos ou fémeas foram mortos por inalacéo de
gas carbonico; a cavidade toracica foi aberta e o coracdo retirado. Apds disseccao em solucéo
de HBSS, o musculo cardiaco ventricular foi picado com tesoura fina durante 20 min e
incubado por 1 h em solugdo com colagenase, CaCl, e albumina bovina a 37°C e 5% CO..
Apos o periodo de incubacdo, 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,
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acrescido de 10% de soro de cavalo, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico (penicilina
10.000 Ul + estreptomicina 10 mg). Em seguida, a suspensdo 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-plagueamento, o meio de cultivo foi trocado para D-MEM acrescido de 10% de soro de
cavalo, 2% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico. 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.

5.2.5.2 Cultura de Gtero de rata

Ratas adultas foram superficialmente anestesiadas com éter e exsanguinadas por
incisdo da cardtida; a cavidade abdominal foi aberta, o Utero retirado e transferido para placa
contendo HBSS para dissec¢do fina. Os 6rgdos foram cortados em pedagos menores, o 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). Ap6s novas lavagens com HBSS (4x), os orgdos foram delicadamente picados
durante 30 min, foi adicionada colagenase seguida por incubacdo 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-MEN; o processo de lavagem foi
repetido por 4 vezes. O pellet obtido foi suspenso em D-MEN acrescido de 10% de soro fetal
de cavalo e 1% de antibidtico (penicilina 10.000 Ul + estreptomicina 10 mg). Apds contagem
em placa de Neubauer, as células foram plaqueadas 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 ap6s 15 dias de cultivo.
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5.2.5.3 Medida do célcio citosolico livre por fluorimetria

Para os ensaios de influxo de calcio foram utilizadas microplacas de 96 pocos, FLIPR®
Calcium-4 assay kit (Molecular Devices) e KCI 70 mM para abertura dos canais de célcio.
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 pL da mistura:
loading buffer (Fura-4) + probenecida + HBSS. Apds 50 min de incubagdo a 37°C, foram
adicionados 10 pL da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) ou do controle positivo verapamil (100
MM), 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/poco, a partir da pipetagem de KCI 70 mM.

5.3 Analises Estatisticas

Os resultados dos experimentos in vivo e in vitro foram expressos como médias *
erros padrdo das médias, com excecao dos valores de CEspe Clso que foram expressos como
médias geométricas e limite de confianca (LC) superior e inferior.

Nos testes para comparacdo dos efeitos dos compostos estudados foi utilizada analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. O programa

utilizado foi o GraphPad Prism versdo 5.0



6 RESULTADOS
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6.1 Métodos fitoquimicos

6.1.1 Extrato aquoso (EA)

A extracdo a quente do pé das folhas secas de P. aduncum (infuso 2,5%) forneceu um
extrato castanho escuro de odor caracteristico e amargo com pH 5,9 e rendimento de 15%. O
liofilizado obtido do EA forneceu um pd, ndo higroscopico, de coloracéo e aroma semelhantes

ao infuso.

6.1.2 Fracédo butanolica (FBut)

A fracdo butandlica obtida por particho do extrato aquoso apresentou coloracao
castanho-claro, de odor irritante e rendimento de 26%, em relagdo ao extrato aquoso. O

liofilizado resultou em um po de coloracdo e de aroma semelhantes ao EA.

6.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)

O EA apresentou 8 picos principais com tempos de retencdo de 2,9; 3,5; 8,0; 13,8;
15,7; 26,9; 24,8 e 29,0 minutos, com areas representando 13,4; 8,0; 2,5; 10,2; 8,8; 17,6; 2,4 ¢
1,9%, respectivamente, do total do cromatograma. A FBut apresentou 9 picos principais com
tempos de retencdo de 2,9; 3,5; 8,0; 14,1; 16,3; 18,3; 18,9; 21,05 e 28,9 minutos, com areas
representando 7,3; 2,5; 1,8; 5,6; 17,6; 13,9; 7,4; 10,9 e 1,7%, respectivamente, do total do

cromatograma (Figura 5).
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Figura 04- Perfil cromatografico do extrato aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut) de Piper aduncum em CLAE
utilizando gradiente linear de agua/acetonitrila 5 a 45% em 30 min, em coluna analitica C18 (25 x 0,46 cm),
empacotada com particulas esféricas de 5 um, fluxo constante de 1,0 mL/min e X 210nm.
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6.1.4 Purificacdo da fracdo butanolica (FBut) de P. aduncum por cromatografia

liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAE-Prep)

A purificacdo da FBut em CLAE-prep resultou em 6 fracbes com rendimento ponderal

de: F1 9,8%, F2 9,2%, F3 8,1%, F4 8,8%, F5 9,2% e F6 6,5% relativamente a FBut.

(Figura 05).
Piper aduncum
Folhas secas (1 mm)
25¢g
Infusdo 2,5% a 72 °C/30 min
Filtracdo
Concentracdo a vacuo
Liofilizacdo
EA
(15%)
Suspensdo em H,0O
Particdo com butanol (3 x 300 mL)
FA FBut
(26%)
CLAE

H,O/acetonitrila 5-45% em 30 min
Coluna C18, A 210nm
Fluxo 1,0 mL/min

F1 F2 F3 F4 F5 F6
(9,8%) (9.2%) (8,1%) (8,8%) (9,2%) (6,5%)

Figura 05 - Fluxograma de obtenc¢éo do extrato aquoso (EA), fragdo aquosa (FA), fracdo butandlica e purificagdo
da FBut de Piper aduncum L. em CLAE. Os rendimentos do EA, da FBut e das fra¢des isoladas (F1 a F6) foram
calculados em relacdo as folhas secas moidas, ao EA e & FBut, respectivamente.
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6.1.5 Perfil cromatografico das fracdes purificadas F1 a F6 da FBut de P.

aduncum em cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE-analitica)

A FBut foi purificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que levou
ao isolamento de 6 fracbes (F1 a F6), cada uma delas contendo um pool de picos com
tempos de retencéo entre 3,0 e 19,0 min. (Figura 06).
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Figura 06. Perfis cromatogréficos das fracdes purificadas F1 a F6 da FBut de P. aduncum em cromatografia
liquida de alta eficiéncia 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.
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6.2 Atividade farmacoldgica

6.2.1  Triagem farmacolégica geral (IRWIN, 1968; MALONE;

ROBICHAUD,1962)

Durante o teste geral de atividades, os camundongos tratados com o EA na dose de
1g/kg, por via oral, ndo apresentaram sinais que os diferenciassem dos animais controle
tratados com agua. Apos 24 h do inicio do teste, ndo houve morte entre 0s animais tratados
com EA.

Os camundongos tratados por via intraperitoneal (200 e 500 mg/kg) apresentaram
diminuicdo do numero de bolos fecais e da atividade exploratéria e sedagdo nas primeiras 2 h
apos a injecdo da FBut. Apos 24 h do inicio do teste, ndo foram observados efeitos residuais

ou morte dos animais.
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6.2.2 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum no musculo liso

6.2.2.1 Efeito da fracdo butanolica (FBut) de P. aduncum no transito intestinal

A disténcia percorrida pelo carvao ativado (5 %, 0,1 mL/10 g, v.0.) no grupo controle
(5 mL/kg, v.0.) foi de 50,0 £ 3,0 % do comprimento total do intestino delgado (n=6/grupo).
Os grupos de camundongos tratados 1 hora antes com EA 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg (v.0.) tiveram a
distancia percorrida pelo carvdo de 40,8 + 80 %; 37,4 + 50 % e 31,4 + 3,0 %,
respectivamente. Apenas a dose maior inibiu o trénsito intestinal relativamente ao grupo

controle (Figura 07).
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Figura 07 — Efeito do tratamento prévio (1 h) de P. aduncum (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) no transito intestinal de
camundongos (n= 6) avaliado pela distancia percorrida pelo carvao ativado (5 %, 0,1 mL/10g, v.0.) em relagdo
ao comprimento total do intestino do camundongo.

O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). As colunas e barras correspondem as médias + erros
padréo (n=6/grupo). * p<0,05 ( ANOVA de lvia) em relacéo ao controle.
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6.2.2.2 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum no jejuno de rato

A incubacdo de acetilcolina (ACh) (10® a 10 M) em preparacdes de jejuno isolado de
rato produziu contracfes proporcionais as concentragcdes com CEsg de 0,9 + 0,4 uM.
A incubacdo da FBut 100 ug/mL 10 min antes da adicio de acetilcolina (10 a 10 M)

ndo modificou a curva de contracdo da acetilcolina. Nessas condigdes, a ECsy foi de 0,85 +

0,6 uM (Figura 08).
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Figura 08 — Curvas concentragdo-efeito de acetilcolina (10° a 10 M) em jejuno de rato na auséncia e na
presenca da FBut de Piper aduncum (100 pg/mL) a 30 °C. Dados expressos como médias + erros padrao (n = 4).
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6.2.2.3 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum na motilidade de

jejuno isolado de rato

A incubagéo de FBut (10, 30, 100 e 300 pug/mL) em preparagdes de jejuno isolado de
rato produziu diminuicdo do tdnus basal e da motilidade em até 100% com a maior

concentragdo (Figura 09).

10 30 100  euo 30620
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Figura 09 — Registro da motilidade de jejuno de rato na auséncia e na presenca da FBut de Piper aduncum (10,
30, 100 e 300 pg/mL) a 30 °C. Notar a diminuicio acentuada da motilidade a partir das concentragéo de 100
pg/mL. Experiéncia tipica.
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6.2.2.4 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum no ducto deferente de

rato

A incubaco de noradrenalina (NA) (10® a 10° M) em preparacdes de ducto deferente
de rato produziu contracfes proporcionais as concentragcdes com CEsg de 3,5 + 1,0 uM.

Na presenca da FBut 30 e 100 pg/mL incubada 10 min antes da adicdo de
noradrenalina (10® a 10° M), as CEsp foram de 3,0 + 0,5 uM ¢ 2,5 + 3,0 uM (p>0,05)
respectivamente, com diminuicdo de 35% da contracdo maxima na concentracdo de 100

ug/mL comparativamente ao controle (p<0,01) (Figura 10, Tabela 01).
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Figura 10 — Curvas concentragdo-efeito de noradrenalina (10 a 10 M) em ducto deferente de rato na auséncia e

na presenca da FBut de Piper aduncum (30 e 100 pg/mL) a 30 °C. Dados expressos como médias =+ erros padrao
(n=4). **p < 0,01 (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett).

Tabela 01 — Efeito méximo e concentracdo efetiva média (CEsp) obtidos de curvas concentracdo-efeito de

noradrenalina (10® a 10 M) na auséncia e na presenca da FBut de Piper aduncum L. nas concentracdes
indicadas

FBut (ng/mL)
0 30 10g
Emax (%) 100 95 65
CEso 3,5 3,0 2,5
(LM) (LC 2,5-3,5) (LC 2,5-3,5) (LC 1,0-3,0)

Valores da CEsy apresentados como médias geométricas e limites de confianca (n=4), ** p< 0,01relativamente
ao controle (ANOVA + Dunnett)
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6.2.2.5 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum nas contracdes tonicas
induzidas por noradrenalina e nas contra¢Ges obtidas por estimulo elétrico do

ducto deferente de rato (DDR)

A adicdo de noradrenalina em ducto deferente de rato produziu contragdes

proporcionais as concentragdes (10° a 10° M) com CEsp de 0,35 + 1,0 uM (Figura 11).
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Figura 11 — Registro das contracfes do ducto deferente de rato produzidas pela adicdo cumulativa e pela
estimulacéo elétrica transmural na auséncia e na presenca da FBut de Piper aduncum (300 pg/mL) a 30 °C.
Experiéncia tipica. Notar a inibicdo mais acentuada da contracdo ao estimulo elétrico que a inibicdo da contracdo
a noradrenalina. Notar também a ritmicidade induzida pela noradrenalina na presenca da FBut.

Na presenga da FBut (300 ug/mL) e da F1 (30 pg/mL) incubadas 15 minantes da

adicdo de noradrenalina (10 a 10° M), a CEs, foi de 0,6 + 1,0 uM (Figura 12).
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Figura 12 — (A) Curvas concentracio-efeito de noradrenalina (10® a 10° M) na porcdo prostatica de ducto
deferente de rato na auséncia e na presenca de (A)- FBut (300 ug/mL) ou (B)- F1(30 ug/mL) de Piper aduncum
a 30 °C. Dados expressos como médias * erros padrdo (n = 4).



73

6.2.2.6 Efeito da fracdo butandlica (FBut) e das fracdes (F1 a F6) de P. aduncum

nas contragdes obtidas pelo estimulo elétrico em ducto deferente de rato (DDR)

A incubacdo de FBut (10 a 300 pug/mL) em preparacfes de DDR sob estimulagdo
elétrica transmural produziu diminuicdo da amplitude das contracbes em até 75%
relativamente a contracao basal antes da incubacéo.

A adicdo das fracbes (F1 a F6) em preparacfes de DDR mostrou que a fracdo F1
diminuiu em até 41% a amplitude da contracdo basal induzida eletricamente. As demais

fragOes foram inativas nas mesmas concentragoes.
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Figura 13: (A) Efeito da FBut (10, 30, 100 e 300 pug/mL) e das (B) Fracbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 (3, 10, 30 e
100 pg/mL) na contragdo do ducto deferente de rato estimulado eletricamente. Os simbolos e barras representam
as médias + erros padrdo (n=4). ***p < 0,01 (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett)
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6.2.2.7 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum na contracdo induzida

por ATP exdgeno na por¢ao prostatica do ducto deferente de rato

A porcdo prostatica do ducto deferente de rato respondeu a adigdo simples de ATP (1
mM) com contracdo média de 0,60 + 0,04 g.
A incubacdo prévia da FBut (300 pg/mL) diminuiu a contracdo produzida pelo ATP (1

mM) de 67 % com média de 0,20 + 0,03 g. Concentracdes menores de FBut ndo alteraram o

efeito do ATP. (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da FBut de Piper aduncum (30, 100 e 300 pg/mL) na contra¢do do ducto deferente de rato
induzida por ATP (1 mM) a 30 °C. A FBut foi incubada 10 min antes da adicio do ATP. A direita, experiéncias
tipicas mostrando a contracéo a adicdo de ATP. Os histogramas a esquerda representam médias + erros padréo (n
=4). ***pn < 0,001 (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett)
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6.2.3 Efeito no musculo cardiaco

6.2.3.1 Efeito do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de P.

aduncum na pressao arterial em ratos anestesiados

A administragdo do EA (1, 3 e 10mg/mL) aumentou a pressdo arterial
proporcionalmente a dose, de 1942, 2642 e 30 + 4 mmHg (n=4). A FBut (1, 3 e 10mg/mL)
ndo produziu alteracdo da pressao arterial comparavel. Os efeitos obtidos com a injecdo das 3
doses (5+1 mmHg, média e desvio, n=3/dose) ndo foi diferente da acéo da salina injetada no

mesmo volume (Figura 15).
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Figurals: Efeito pressorico do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum (1, 3 e10mg/kg,
€.v) em ratos normotensos anestesiados. As colunas a esquerda (EA) representam as médias + erros padrdo (4
animais/ grupo) e as a direita (FBut) sdo médiastdesvio, n=3)
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6.2.3.2 Efeito do prazosin (bloqueador a-1 adrenérgico) e do propranolol
(bloqueador B-adrenérgico) no efeito do extrato aquoso (EA) de P. aduncum na

pressdo arterial de ratos anestesiados.

A administracdo do EA de P. aduncum (10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos
produziu hipertensdo de 34,0 £ 1,2 mm Hg. A administracdo prévia de prazosin (1 mg/kg,
e.v.), dose suficiente para inibir 50% do efeito da noradrenalina, bloqueou a hipertensdo
produzida pelo EA e inverteu o efeito do extrato para hipotensédo de 19,0 £ 0,9 mm Hog.
Nestes animais a administracdo de propranolol (1 mg/kg, e.v.), bloqueou a resposta
hipotensora do EA, revertendo a hipertensdo (12,0 = 1,4 mm Hg) a 35% da resposta ao

extrato na auséncia de bloqueio al-adrenérgico l. (Figura 16).
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Figura 16: Efeito pressorico da noradrenalina (Nor) e do extrato aquoso (EA) de P. aduncum (10 mg/kg, e.v)
antes e depois da inje¢do do prazosin edo propranolol em ratos normotensos anestesiados. A figura menor mostra
a relacdo dose-resposta obtida com a inje¢do de noradrenalina utilizada como padrio de efeito al-adrenérgico.
As colunas representam as médias + erros padrdo (4 animais/ grupo).
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A injecdo de adrenalina produziu efeito bifasico relacionado as doses em ratos
anestesiados. A dose de 0,3 pg/mL produziu hipertensao inicial de 6,2+1,5 mmHg seguida de
hipotensdo de 16,2+1,0 mmHg (n=4) (Fig. 18). Nas experiéncias utilizando a adrenalina como
agonista padréo, a administracdo do EA de P. aduncum (3,0 mg/kg, e.v.) produziu hipertenséo
de 26,2 £ 1,6 mm Hg (n=4). Apés a injecdo de prazosin (1 mg/kg, e.v.) o EA produziu
hipotensdo de 8,0 = 1,6 mm Hg (n=4). Ao mesmo tempo a resposta hipertensora inicial
produzida pela adrenalina foi bloqueada e apenas hipotensdo de 23,5+3,0 foi registrada.
Nesses animais, a injecdo de propranolol (1 mg/kg, e.v.) bloqueou a hipotensdo do EA e da

adrenalina, revertendo a hipertensdo a 4,7+0,2 e 5,7+0,9 mmHg, respectivamenteo (Figura

17). DR
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Figura 17: Efeito pressorico do extrato aquoso (EA) de P. aduncum (3,0 mg/kg, e.v) na auséncia e na presenca
de prazosin e/ou propranolol em ratos normotensos anestesiados. As colunas representam as médias + erros
padréo (4 animais/ grupo).
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6.2.3.3 Efeito do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de

P.aduncum em atrio direito de rato

A incubagdo do EA (10 a 300 ug/mL) aumentou a frequéncia de batimentos do atrio
direito de rato, proporcionalmente a concentracdo. A FBut (10 a 100 pg/mL) teve efeito

semelhante (Figura 18).
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Figura 18 — (A) Efeito do EA (10, 30, 100 e 300 pg/mL) ¢ da (B) FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. aduncum na
frequéncia de batimentos do atrio direito isolado de rato, a 35 °C. BPM = hatimentos por minuto. Dados em (A)
expressos como médias + erros padrdo (n = 6), comparado ao controle (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett).
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6.2.3.4 Efeito do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de

P.aduncum em atrio esquerdo de rato

A incubacdo do EA (10 a 300 ug/mL) aumentou a forca de contracdo basal do atrio
esquerdo de rato estimulado eletricamente de 3% para 44%. O efeito inotropico do EA 300
ng/mL foi inibido na presenca de propranolol (10° M). A FBut teve efeito semelhante em

concentragdes 10 vezes menores (Figura 19).
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Figura 19 - Contracédo do atrio esquerdo de rato ao estimulo elétrico (1 Hz, 2 ms). (A) Efeito do EA (10, 30, 100
e 300 pg/mL). (B) Efeito do EA (300 pg/mL) em condigdo controle e na presenca do propranolol (10° M). (C)
Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) (D) Efeito da FBut (100 pg/mL) em condicdo controle e na presenca do
propranolol (10° M). Os simbolos e barras representam as médias + erros padréo ( n=4).
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6.2.4 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum na atividade da Ca**-

ATPase (SERCA) de musculo esquelético

Para as medidas de inibicdo da atividade da Ca”*-ATPase, a tapsigargina (0,01; 0,03;
0,1; 0,3; e 1,0 puM) foi utilizada como controle positivo e inibiu a Ca*’-ATPase
proporcionalmente as concentracdes com Clsg igual a 0,18 uM (LC: 0,08 — 0,38 uM, n=3). A
fracdo butandlica (FBut 1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL), apos incubagdo de 10 min, ndo inibiu a

atividade da Ca*>-ATPase (n=3 em triplicata) (Figura 20).
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Figura 20 — Atividade da Ca®*-ATPase obtida de musculo esquelético de coelho. (A) Controle positivo com

tapsigargina, bloqueador especifico da SERCA. (B) Efeito da FBut de Piper aduncum na atividade da Ca*?-
ATPase ap6s 10 minutos de incubagéo a 37°C. Os simbolos e barras verticais representam as medias + erros
padrdo (n=3 em triplicata).
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6.2.5 Efeito da fracdo butandlica (FBut) de P. aduncum na concentracdo de

calcio citosolico livre em culturas primarias de Utero e cardiomidcitos de rato

Em condicBes controle, o verapamil 100 uM inibiu o influxo e mobilizagdo de ions
calcio estimulados pela adicdo de KCI 70 mM nas células uterinas e cardiomiocitos em
cultura, de 45% e 50% respectivamente. Comparativamente, a incubagdo de FBut (10, 30 e
100 pg/mL) ndo alterou a concentragdo citosélica de calcio medida apds incubacdo de KCI 70

mM (n=3, em triplicata) (Figura 21).
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Figura 21 — Efeito da FBut (10, 30 e 100 ug/mL) de P. aduncum na concentracdo de célcio citosolico livre em
células de Gtero mantidas em cultura (A), e em cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos (B). As colunas e
barras representam as médias + erros padrdo (n = 3, em triplicata). O KCI 70 mM foi utilizado para promover a
abertura dos canais de célcio e o verapamil (100 uM) como controle positivo de antagonista dos canais de célcio
tipo L.
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A Piper aduncum L. é um semi-arbusto pertencente a familia Piperaceae,
predominantemente encontrada na Floresta Amazonica e na Mata Atlantica onde é conhecida
popularmente como “pimenta de macaco e “aperta-rudao”, respectivamente. Habitualmente, a
espécie prefere as clareiras e margens ensombradas dessas matas Umidas. Na Amazonia,
apresenta rusticidade e elevada resisténcia as mudancas climéaticas (ALMEIDA et al, 2009;
SOUSA et al, 2008).

A planta em estudo foi coletada no Mini Campus da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) em Manaus, permitindo uma constante visualizagdo do seu estado
evolutivo, como desenvolvimento e floracdo. A localizagdo foi propicia porque facilitou a
obtencdo de material para identificacdo e confeccdo da exsicata que foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Amazonas (HUAM).

Nesse trabalho, foram utilizadas as folhas secas trituradas. O pd submetido a extracéo
aquosa a quente forneceu o extrato bruto (EA) de cor marrom escuro com rendimento de
15%. O EA foi inicialmente purificado através de particdo com butanol como descrito por
Tanae e al., (2007), originando a fragdo butanolica (FBut) com rendimento de 26% em relagéo
ao EA; tanto o EA quanto a FBut foram sollveis em agua, eliminando a necessidade de
substéncias emulsificantes.

O estudo foi iniciado com a padronizagdo do extrato realizada pela Dra. Mirtes Midori
Tanae como pré-requisito para garantir a qualidade, seguranca e repetitividade dos resultados
fitoquimicos e terapéuticos.

A padronizacdo da FBut em CLAE mostrou 9 picos principais com tempos de
retencdo de 2,9 a 28,9 min.. Comparativamente, 0 EA e a FBut em CLAE diferiram pela
presenca predominante no EA dos compostos polares eluidos nas primeiras fracdes e pela

grande concentracdo dos demais compostos na FBut.
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O estudo farmacoldgico do EA e das fragBes iniciou-se com a triagem da atividade
farmacol6gica proposta por Irwin (1968), Malone e Robichaud (1962). Por meio da
observacdo de comportamento e aspecto geral dos animais, verificamos que camundongos
tratados com EA na dose de 1g/kg, v.0., ndo apresentaram efeitos que os diferenciassem dos
animais controle tratados com &gua, talvez devido as barreiras biolégicas desta via que
impedem a absorcdo do extrato, apesar de ser a via mais comum utilizada na medicina
popular. Sinais mais evidentes foram observados nos animais tratados com a FBut, na qual, a
cromatografia mostrou, estavam 10-20 vezes mais concentrados 0s compostos de baixa e
média polaridade extraidos das folhas com a infusdo a quente. Mesmo assim, os efeitos
observados foram poucos e de baixa intensidade, notadamente na deambulacdo reduzida dos
animais que foram tratados com doses de FBut iguais as do EA injetadas por via
intraperitoneal. Da comparacdo imediata dos efeitos verificou-se também que a eliminagéo
dos bolos fecais foi menor nos tratados com FBut. Estes resultados indicaram que 0s extratos
da planta podiam estar exercendo depressdao pouco intensa do sistema nervoso central
(sedacédo) e inibicdo da movimentacdo intestinal (acdo relaxante muscular). Certamente a
seguranca do uso agudo era grande, pois a administracdo i.p. produzia efeitos de pequena
intensidade e passageiros.

Os estudos de atividades especificas dos extratos foram iniciados com a comprovacao
do efeito relaxante do musculo liso intestinal. Os estudos in vivo mostraram que a velocidade
do transito intestinal foi diminuida nos animais tratados por gavagem com o EA 1,0 g/kg . No
mesmo sentido, o teste in vitro mostrou que o extrato semipurificado (FBut) inibiu o ténus e a
motilidade do jejuno de rato. No entanto, a resposta do musculo intestinal a acetilcolina ndo
foi alterada na presenca da FBut. Esses dados indicaram que o relaxamento do musculo
intestinal produzido pelos extratos da Piper aduncum deve ocorrer por mecanismo gue nao

envolve bloqueio de receptores muscarinicos.
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Para estudar o mecanismo da acao relaxante da musculatura lisa, outros masculos lisos
foram estudados. O ducto deferente do rato (DDR) é um dos 6rgdos periféricos mais
densamente inervados pelo sistema nervoso simpéatico (BATRA et al, 1974; FALCK et al,
1965). Porém, a inervacdo autondmica que chega ao ducto deferente é tanto de origem
simpatica como parassimpéatica (CAMPOS, 1988; DIXON et al, 1998; KALECZYC, 1998;
KIHARA et al, 1998). A maior parte da inervacdo simpatica do DDR dirige-se para as
camadas circular e longitudinal de musculatura lisa (MAJCEN, 1984; WANIGASEKARA et
al, 2003).

A inervagdo parassimpatica do ducto deferente € bem menos densa, limitando-se as
camadas mucosa e subepitelial. As fibras pré-ganglionares do parassimpatico e do simpatico
dirigem-se aos plexos pélvicos onde fazem sinapse com suas fibras pés-ganglionares, as quais
se dirigem ao ducto deferente (DIXON et al, 1998; KEAST, 1995).

Em nossos experimentos, ductos deferentes contraidos a incubacdo de noradrenalina
na presenca da FBut mostraram inibicdo de 35% da contracdo maxima, sem alteracdo da CEsqy
Estes resultados, indicaramum antagonismo FBut-Nor do tipo ndo-competitivo, isto €, como
as contracdes do ducto a noradrenalina foram inibidas de forma nao-competitiva, foi possivel
excluir uma acdo blogueadora tipo a-adrenérgica. Também ndo foi observada potenciacdo do
efeito simpatomimético pela FBut, excluindo que uma acdo agonista a-adrenérgica fosse o
mecanismo de inibicdo da motilidade intestinal nos animais tratados com o EA.

A contracdo do masculo liso ativada pela interacdo da acetilcolina com receptores M3
(no musculo liso intestinal), ou pela noradrenalina em receptores ol -adrenérgicos (nos vasos e
orgdo de inervagéo simpatica), € mediada pela ativagdo de proteinas G4, que também ativam
a fosfolipase C (PLC) da membrana celular, catalizando a liberacdo de trifosfato de inositol
(IP3) e diacilglicerol (DAG) (TORGNARINI; MOUDS, 1997). O IP3 produzido provoca a

liberacdo de Ca** das reservas intracelulares dos reticulos endo/sarcoplasmético, resultando
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em aumento da concentracdo intracelular de Ca®*. Juntos, o complexo Ca**calmodulinae o
DAG ativam a proteina quinase C (PKC), que fosforila e ativa canais de calcio de membrana.
Com o aumento da concentracdo intracelular de calcio livre, ocorre a contragdo do musculo
liso (WALSH et al, 1994).

Na preparacdo do DDR, a estimulacdo elétrica transmural induz resposta contrétil
bifasica, composta por um componente inicial rapido (contracdo fasica) seguido por um
componente mantido (contracdo ténica) (BURNSTOCK, 1995, 1997, 2002). Existe farta
documentacdo mostrando que a contragdo fasica ocorre apds ativacdo de P2x-
purinorreceptores pos-sindpticos pelo ATP e contracdo tonica por ativagdo dos o;-
adrenoceptores pos-sinapticos pela noradrenalina. O efeito inibitorio observado na presenca
dos extratos da Piper poderia ser devido a competigdo entre FBut e noradrenalina pelos a;-
adrenoceptores pés-sinapticos, ou por competicdo entre FBut e ATP pelos receptores poés-
sinapticos P2x.

A primeira possibilidade foi testada nas contragdes tdnicas induzidas pela
noradrenalina e nas contracfes obtidas pelo estimulo elétrico do DDR. Nesta preparacao, a
FBut ndo alterou a ECsy das curvas cumulativas de noradrenalina, mas diminuiu de
aproximadamente 30% o efeito maximo de contracdo produzido pela incubacdo do agonista.
Este efeito € compativel com uma possivel agdo intracelular, pois a agdo bloqueadora a-
adrenérgica foi excluida, como discutido anteriormente. A inibicdo de aproximadamente 60%
das contracbes obtidas por estimulacdo elétrica do DDR seria compativel tanto com uma
atividade anestésica local nas terminacGes simpaticas como com bloqueio de canais de calcio
do tipo L no musculo liso.

Assim como a noradrenalina, o efeito do co-transmissor ATP também foi inibido na
presenca da maior concentracdo de FBut testada (300 pg/mL), mas as experiéncias com doses

simples de ATP ndo permitiram comparar a ECs na auséncia e na presenca das fracdes e ndo
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excluiram a inibi¢do da afinidade do ATP por receptores do tipo P;-purinérgicos (BRAIN et
al, 2001; BURNSTOCK, 2002). No entanto, a agdo concomitante da FBut inibindo os efeitos
da noradrenalina e do ATP no DDR, parece indicar uma agdo inibitéria por um mecanismo
comum aos dois agonistas, como, por exemplo, inibindo o influxo de ions calcio durante a
estimulacéo celular.

O influxo e a mobilizagdo de ions céalcio em células uterinas mantidas em cultura
primaria ndo foram alterados na presenca da FBut. O método do Fura 4, utilizado para medir a
concentracdo de calcio intracelular, se baseia na ligacdo quantitativa de calcio livre a um
corante cuja fluorescéncia é emitida em comprimento de onda que permite eliminar da
medida a fluorescéncia de fundo do corante e a interferéncia de organelas celulares ndo
diretamente envolvidas no controle da concentracdo do ion. As células uterinas em cultura
despolarizadas na presenca de KCI 70mM abrem canais de calcio operados pela polaridade da
membrana celular (canais tipo L) que, uma vez abertos durante a despolarizacdo, permitem o
influxo de célcio de acordo com seu gradiente de concentracdo. Esses canais de célcio sdo
blogueados por verapamil e andlogos que, em nossas experiéncias, funcionaram como
controles positivos do teste. Os resultados mostraram que a incubacdo prévia de FBut ndo
interferiu com o influxo de calcio e com a concentracdo de calcio livre no citoplasma apos
mobilizacdo dos depositos intracelulares. Com esses resultados, as possibilidades de explicar
a acdo inibitoria dos extratos da Piper no musculo liso ficaram reduzidas "a interferéncia dos
extratos com a ativacdo ou inibi¢do de segundo-mensageiros. Estes estudos moleculares ainda
ndo foram iniciados porque exigem a purificacdo dos compostos ativos. Nesse sentido as
esperancas residem na purificacdo final da fracdo F1 da FBut, que nos estudos preliminares

foi a Unica a inibir as contracGes do DDR estimulado eletricamente.
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O estudo da acdo dos extratos continuou com a avaliagdo dos efeitos no sistema
cardiovascular. Indicacbes do uso popular nesse sentido apontavam para uma acgdo anti-
hemorragica por aplicagdo topica em ferimentos e em hemorroidas.

De fato, a injecdo endovenosa do EA em ratos anestesiados produziu hipertenséo
relacionada a dose. Este efeito ndo foi observado com a inje¢éo da FBut.

A hipertensdo produzida pelo EA foi bloqueada depois do tratamentoo prévio do
animal com prazosin, um bloqueador de receptores al-adrenérgicos. Depois do prazosin o
efeito do EA foi invertido para hipotensdo. Resultados semelhantes foram obtidos com a
adrenalina em experiéncias conhecidas desde os primérdios da Farmacologia quando Dale
(1945) descreveu a inversdo do efeito da adrenalina em animal tratado com alcaloides do
ergot. A adrenalina tem afinidades para receptores a e f-adrenérgicos nos vasos sanguineos e
no coracdo, responsaveis por vasoconstricdo e taquicardia, respectivamente. A maior
afinidade da adrenalina por receptores f2-adrenérgicos nos vasos da musculatura esquelética
faz com que a vasodilatacdo ocorra com doses baixas, ou que preceda o efeito bifasico de
doses intermediarias, mas que também pode ser secundaria a acdo predominante de doses
maiores que induzem primordialmente hipertensdo arterial. A noradrenalina ndo tem
afinidade por receptores p2-adrenérgicos e ndo produz vasodilatacdo (WALLER, 1990).

Utilizando os dois agonistas e bloqueadores seletivos dos receptores adrenérgicos
majoritarios, os resultados mostraram que o EA da Piper produz hipertensdo por ativacdo de
receptores ol-adrenérgicos. Da mesma forma que a adrenalina, mas diferentemente da
noradrenalina, o bloqueio a-adrenérgico inverteu a acdo do EA que produziu vasodilatacdo e
hipotensdo arterial. Também a semelhanca da adrenalina, o bloqueio B-adrenérgico com
propranolol impediu a hipotensdo que foi revertida para hipertensdo. As evidéncias mostram,

portanto, que o extrato de Piper contém adrenalina, ou produto com atividade idéntica,
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responsavel por vasoconstricdo que pode interromper um sangramento, como mencionado no
uso popular.

A atividade simpaticomimética dos extratos da Piper aduncum foi comprovada em
preparacOes isoladas do coracdo de ratos. No atrio esquerdo isolado de rato, os extratos da
Piper aumentaram a amplitude de contrago. Este efeito foi bloqueado pelo propranolol (10°®
M), indicando acdo inotrdpica positiva mediada por receptores 1 adrenérgicos. O aumento da
frequéncia de batimentos do atrio direito reforca as evidéncias de um efeito simpatomimético
produzido pelo EA e pela FBut.

Portanto, esses resultados indicam que a acéo cardiaca do EA e FBut de P. aduncum
parece ser mediada por uma acdo simpatomimética, provavelmente por composto com
atividade semelhante a adrenalina, como ja descrito anteriormente em Piper marginatum
JACQ (D’ANGELO et al., 1997).

O inotropismo produzido pelo EA e FBut da P. aduncum poderia ser explicado na
vigéncia de bloqueio da recaptacdo de calcio pela SERCA (sarcoplasmic reticulum calcium
ATPase) do reticulo sarcoplasmatico. (BAVENDIEK et al, 1996; BERCHTOLD et al, 2000).
No entanto, a Ca**-ATPase extraida de misculo esquelético de coelho ndo foi inibida pela

FBut.



8 CONCLUSAO
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Na Floresta Amazonica, a Piper aduncum L. (Piperacea) é encontrada habitualmente
nas clareiras e margens ensombradas destas matas Umidas, onde é conhecida como “pimenta
de macaco” e utilizada popularmente como cicatrizante, antimalarica, nos tratamentos de
hemorroida e dor de dente.

O material vegetal foi coletado no Mini Campus da UFAM, identificado e herbarizado
(NH8705).

O liofilizado das folhas de P. aduncum foi utilizado nos ensaios farmacoldgicos
(cardiovascular e musculatura lisa ndo vascular) e fitoquimicos (particdo/butanélica) onde a
padronizacdo do EA foi pré-requisito para garantir a seguranca dos resultados.

A padronizagdo comparativa do EA e da FBut em CLAE mostrou que as fragdes
diferiram pela presenca predominante no EA dos compostos polares eluidos nas fragdes
iniciais e pelas grandes concentragcdes dos demais compostos na FBut.

A administracdo oral (v.0) do EA (1g/kg) em camundongos, ndo produziu efeitos
comportamentais diferentes daqueles apresentados pelos animais controle, tratados com o
veiculo agua.

A FBut (200 e 500 mg/kg) administrada pela via intraperitoneal (i.p) inibiu a
deambulacdo , diminuiu a eliminagé@o dos bolos fecais e a atividade exploratéria e sedagdo nas
primeiras horas.

A velocidade do transito intestinal dos animais foi diminuida na dose 1g/kg de FBut
pela via oral.

No jejuno isolado de rato a FBut (10, 30, 100 e 300 pg/mL) produziu diminuicdo do
tonus basal e da motilidade em até 100% com a maior concentra¢do, enquanto que a resposta
do masculo intestinal 8 ACh (10 a 10°M) ndo foi alterada na presenca da FBut (100 pg/mL).

O DDR contraido & incubacdo de NA (10® a 10°M) na presenca da FBut (100

pg/mL) mostrou inibi¢do de 35% da contragcdo maxima sem alteracdo da CE sg.
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Nas contra¢bes tonicas induzidas pela NA e nas obtidas pelo estimulo elétrico do
DDR, a FBut ndo alterou a ECs, das curvas de NA , mas diminuiu de + 30% o efeito méximo
de contragéo produzido pelo agonista.

Na presenca da FBut a estimulacéo elétrica do DDR foi reduzida em 60% da contrago
maxima.

No DDR, o efeito do ATP exdgeno foi reduzido de 67% na presenca da FBut
(300pg/mL).

O influxo e a mobilizacdo de calcio em células uterinas e de cardiomidcitos de ratos

(FURA-4) ndo foi alterado na presenca da FBut.

A injecdo endovenosa da NA (0,1; 0,3 e 1,0 pg/mL) e do EA (1, 3 e 10 mg/mL)

produziu hipertensdo proporcional as doses utilizadas.

A administracdo prévia do prazosin (1 mg/kg, e.v) bloqueou a hipertensdo induzida
pela NA e inverteu o efeito do EA para hipotenséo, a qual foi revertida para hipertensédo na

presenca do propranolol.

A injecdo endovenosa de ADR (0,1; 0,3 e 1.0 pg/mL) produziu efeito bifasico
(hipertensdo e hipotensao) e o0 EA (1, 3 e 10 mg/mL) produziu hipertensdo. Apds a injecédo do
prazosin a ADR e o EA mostraram hipotensdo, que foi revertida na presenca do propranolol.

Neste trabalho foram estudadas as atividades do EA e da FBut no sistema

cardiovascular e na musculatura lisa ndo vascular de ratos.

No éatrio esquerdo isolado de rato, o EA (10, 30, 100 e 300 pg/mL) e a FBut (10, 30,
100 pg/mL) aumentaram a amplitude das contrac@es que foram bloqueadas pelo propranolol

(10°M).
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No étrio direto isolado de rato, o EA (10, 30, 100 e 300 pg/mL) e a FBut (10, 30, 100

pg/mL) aumentaram a frequéncia dos batimentos cardiacos.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o EA apresentou acdo
simpatomimética, provavelmente por um composto semelhante a adrenalina e que a acéao
inibitéria dos extratos da Piper no musculo liso dependem da purificacdo final da fracdo F1 da

FBut.
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